











































monokarboksylaattitransportteri-2-proteiinille	 (MCT2)	 ja	 saattaa	 voimistaa	
integriinivälitteistä	 soluadheesiota.	 Se	 saattaa	 liittyä	 solun	 kasvuun	 ja	 kehitykseen	 ja	
välittää	 solun	 ja	 solun	 ulkopuolisen	matriksin	 välisiä	 vuorovaikutuksia,	 joten	 sillä	 voi	
olla	merkittävä	tehtävä	soluadheesiossa.	
	
Aiemmin	 ryhmässämme	 ihmisen	 embigiinin	 solun	 ulkopuolisen	 osan	 on	 havaittu	
sitoutuvan	soluväliaineproteiineista	erityisesti	fibronektiiniin.	Tutkimuksen	tavoitteena	
oli	 selvittää	 embigiinin	 toimintaa	 fibronektiinireseptorina	 tutkimalla	 proteiinitasolla	
sen	 sitoutumismekanismia	 fibronektiiniin	 ja	 solutasolla	 sen	 tehtävää	 soluadheesiossa	
luomalla	ihmisen	embigiinihiljennetty	(EMB	KO)	solulinja.	Embigiinin	solun	ulkopuolista	
osaa	 tuotettiin	 Escherichia	 coli	 -soluissa	 villityyppinä	 ja	 viitenä	 erilaisena	
mutaatiosettinä	ja	näiden	sitoutumista	fibronektiiniin	tutkittiin	EuLISA-kokeissa.	Lisäksi	
embigiinin	 homofiilistä	 sitoutumista	 yritettiin	 tutkia	 Biacore-laitteella.	 Solutasolla	
embigiini	 yritettiin	 hiljentää	 ihmisen	 MG-63-osteosarkoomasoluista	 CRISPR/Cas9-
menetelmällä.	 EMB	 KO	 -solujen	 embigiinitasoja	 tarkasteltiin	 kvantitatiivisella	
polymeraasiketjureaktiolla,	 western	 blot	 -menetelmällä	 (WB)	 sekä	
immunofluresenssimikroskopiassa.	 Lisäksi	 niiden	 sitoutumista	 ja	 leviämistä	
fibronektiinille	 mitattiin	 xCELLigence-laitteella.	 Hiljennystä	 yritettiin	 myös	 DU145-
eturauhassyöpäsoluista	 lentiviruksiin	 perustuvalla	 hiljennysmenetelmällä.	 Lisäksi	
useita	eri	embigiinivasta-aineita	vertailtiin	keskenään	WB:ssa.	
	
Embigiinin	 tarttuminen	 fibronektiiniin	 toistettiin	 onnistuneesti,	 mutta	 minkään	
fibronektiinisitoutumisessa	 tärkeäksi	 ajatellun	 kohdan	 mutatoiminen	 ei	 estänyt	
sitoutumista.	 Sitoutumismekanismi	 jäi	 vielä	 epäselväksi,	 mutta	 saadut	 tulokset	
auttavat	 sitoutumisen	 mallitusta	 tulevaisuudessa.	 	 Embigiini-embigiini-homofiilistä	
sitoutumista	 ei	 havaittu,	 mutta	 tämän	 tutkimus	 jäi	 vielä	 kesken.	 Solutasolla	 osa	
CRISPR/Cas9-hiljennetyistä	 soluista	 oli	 EMB	 KO	 heterotsygootteja	 (EMB+/-),	 mutta	 ei	
homotsygootteja	 (EMB-/-).	 EMB+/--solut	 eivät	 eronneet	 villityypin	 soluista,	 joten	
osittainen	 hiljennys	 ei	 ollut	 riittävä.	 Lentivirushiljennys	 ei	 onnistunut	 DU145-soluissa	







































































































































Lyhenne	 Suomeksi	 	 	 Englanniksi	
bp	 emäspari	 	 	 base	pair	
BSA	 naudan	seerumin	albumiini	 bovine	serum	albumin	
BSG		 basigiini	 	 	 basigin	
CAM	 soluahdeesiomolekyyli	 	 cell	adhesion	molecule	
cDNA	 komplementaarinen	DNA	 	 complementary	DNA	
cFN	 solun	fibronektiini	 	 cellular	FN	
DMSO	 dimetyylisulfoksidi	 	 dimethyl	sulfoxide	
DTT	 ditiotreitoli	 	 	 dithiothreitol	
ECM		 soluväliaine	 	 	 extracellular	matrix	
EDTA	 etyleenidiamiinitetraetikkahappo		 ethylenediaminetetraacetic	acid		
EMB	 embigiini	(ihminen)	 	 embigin	(human)	
Emb	 embigiini	(hiiri)	 	 embigin	(mouse)	
EMB+/-	 EMB	KO	heterotsygootti	 	 EMB	KO	heterozygote	
EMB-/-	 EMB	KO	homotsygootti	 	 EMB	KO	homozygote	
EuLISA	 europium-välitteinen	 	 europium-linked		
immunosorbenttimääritys		 immunosorbent	assay	
FACS	 fluoresenssi-aktivoitu		 	 fluorescence-activated	cell	
solulajittelu	 	 	 sorting	
FCS	 naudan	sikiön	seerumi	 	 fetal	calf	serum	
FGF	 fibroblastikasvutekijä	 	 fibroblast	growth	factor	
FN	 fibronektiini	 	 	 fibronectin	









esisolu	 	 	 progenitor	cell	
IF	 immunofluoresenssi	 	 immunofluorescence	
Ig-l	 Ig-kaltainen	 	 	 Ig-like	
IgSF	 immunoglubuliinisuperperhe	 immunoglobulin	superfamily	
IHC	 sisempi	karvasolu	 	 inner	hair	cell	
IPTG	 isopropyyli-β-D-tiogalaktosidi	 isopropyl-β-D-thiogalactoside	
KO	 hiljennetty	 	 	 knockout	 	
MCT		 monokarboksylaattitransportteri	 monocarboxylate	transporter	
MMP	 matriksin	metalloproteinaasi	 matrix	metalloproteinase	
mRNA		 lähetti-RNA	 	 	 messenger	RNA	
NCAM	 hermosoluadheesiomolekyyli	 neural	cell	adhesion	molecule	
OHC		 ulompi	karvasolu	 	 outer	hair	cell	
PBS	 fosfaattipuskuroitu	suolaliuos	 phosphate	buffered	saline	
PCR		 polymeraasiketjureaktio	 	 polymerase	chain	reaction	
pFN	 plasmafibronektiini	 	 plasma	FN	
qPCR	 kvantitatiivinen	PCR	 	 quantitative	PCR		
RFP	 punainen	fluoresoiva	proteiini	 red	fluorescent	protein	
RPE		 verkkokalvon	pigmenttiepiteeli	 retinal	pigment	epithelium	




shRNA		 pieni	hiuspinni-RNA	 	 short	hairpin	RNA	
TBS	 tris-puskuroitu	suolaliuos	 	 tris-buffered	saline	
TBST	 TBS	+	tween	20	 	 TBS	+	tween	20	
WB	 western	blot		 	 western	blot	












Soluadheesio	 tarkoittaa	 solujen	 kykyä	 tarttua	 toiseen	 soluun	 tai	 soluväliaineeseen	
(engl.	 extracellular	matrix,	 ECM),	mikä	 tapahtuu	 solukalvon	 soluadheesiomolekyylien	




Soluadheesio	 on	 tärkeää	 solun	 kasvun,	 erilaistumisen,	 liikkumisen	 ja	 selviytymisen	
kannalta.	 Se	 on	 siis	 tärkeää	 solujen	 välisessä	 kommunikoinnissa	 ja	 säätelyssä,	
erityisesti	 kudosten	 kehittymisessä	 ja	 ylläpidossa.	 Solujen	 ja	 soluväliaineen	 väliset	
mekaaniset	vuorovaikutukset	voivat	vaikuttaa	solujen	käyttäytymiseen	 ja	 toimintaan.	
Muutokset	soluadheesiossa	voivat	olla	ratkaisevia	tekijöitä	monissa	sairauksissa,	kuten	




Basigiiniperheen	 proteiinit	 kuuluvat	 immunoglobuliinisuperperheen	 (engl.	
immunoglobulin	 superfamily,	 IgSF)	 soluadheesiomolekyyleihin.	 Koska	 monilla	 IgSF-







soluväliaineeseen.	 Ne	 siis	 välittävät	 solu-solu-	 tai	 solu-ECM-vuorovaikutuksia,	 ja	 tätä	
kautta	 ne	 voivat	 laukaista	 suuren	 määrän	 erilaisia	 solunsisäisiä	 vasteita,	 jotka	
vaikuttavat	 solunsisäiseen	 signalointiin,	 soluntukirangan	 järjestäytymiseen	 ja/tai	
geenien	 ilmentymiseen.	 Ne	 ovat	 siis	 tärkeä	 linkki	 solun	 ulkopuolisen	 ympäristön	 ja	





Soluadheesiomolekyylit	 ovat	 tyypillisesti	 solukalvon	 läpäiseviä	 reseptoreita	 ja	 ne	
koostuvat	 kolmesta	 domeenista:	 solun	 sisäisestä	 domeenista,	 joka	 voi	 olla	
vuorovaikutuksessa	 solun	 tukirangan	 kanssa,	 solukalvon	 läpäisevästä	 domeenista	 ja	
solun	 ulkopuolisesta	 domeenista,	 joka	 voi	 olla	 vuorovaikutuksessa	 samanlaisten	
soluadheesiomolekyylien	kanssa	homofiilisesti	tai	toisten	soluadheesiomolekyylien	tai	
soluväliaineen	 kanssa	 heterofiilisesti.	 Solut	 käyttävät	 yleensä	 useita	 eri	
Soluadheesiomolekyylejä	 kiinnittyäkseen	 muihin	 soluihin	 ja	 soluväliaineeseen.	
Soluadheesiomolekyylit	 voivat	 puolestaan	 kiinnittyä	 solun	 sisäiseen	 tukirankaan	





immunoglobuliinisuperperheeseen,	 integriineihin,	 kadheriineihin	 tai	 selektiineihin.	






Immunoglobuliinisuperperhe	koostuu	 suuresta	määrästä	 solukalvon	proteiineja,	 joilla	
on	 monia	 biologisia	 tehtäviä.	 Ne	 välittävät	 solu-solu-vuorovaikutuksia	 erityisesti	
alkionkehityksessä,	 haavan	 paranemisessa	 ja	 immuunipuolustuksessa.	 Monet	 niistä	
osallistuvat	 sekä	homofiilisiin	että	heterofiilisiin	 solu-solu-vuorovaikutuksiin,	 ja	niiden	
toiminta	on	kalsiumista	riippumatonta.	(katsausartikkelissa	Huang	ja	muut	1997.)	
	
IgSF-perheen	 proteiineja	 yhdistää	 Ig-kaltaisten	 (engl.	 Ig-like,	 Ig-l)	 domeenien	






Integriinit	 ovat	 ryhmä	 rakenteeltaan	 ja	 toiminnaltaan	 samankaltaisia	 solukalvon	
reseptoreita,	jotka	toimivat	soluväliaineen	ja	solun	sisäisen	tukirankan	välisenä	linkkinä	
ja	 osallistuvat	 tiettyihin	 solu-solu-vuorovaikutuksiin.	 Ne	 ovat	 rakenteeltaan	
heterodimeerejä	 ja	 ne	 koostuvat	 erityyppisistä	 α-	 ja	 β-alayksiköistä,	 jotka	 ovat	
kiinnittyneet	 toisiinsa	 ei-kovalenttisin	 sidoksin.	 α-alayksikköjä	 on	 löydetty	 18	 ja	 β-
alayksikköjä	 8	 erilaista,	 ja	 nämä	 alayksiköt	 voivat	 muodostaa	 yhteensä	 24	 eri	
integriiniyhdistelmää.	 Eri	 α-	 ja	 β-alayksikköjen	 yhdistelmät	 määrittävät	 integriinin	
spesifisyyden	 solun	 ulkopuolisille	 ligandeille	 ja	 myös	 solun	 sisäisille	
signaalitapahtumille.	 (katsausartikkeleissa	 Johansson	 ja	 muut	 1997;	 Barczyk	 ja	 muut	
2010.)	
	
Integriinit	 voivat	 esiintyä	 aktiivisessa	 tai	 inaktiivisessa	 muodossa,	 joita	 säätelevät	
solunsisäiset	 ja	 solunulkoiset	 signaalit,	 jotka	 puolestaan	 säätelevät	 integriinien	
vuorovaikutusta	 solun	 ulkopuolisten	 ligandien	 tai	 solun	 sisäisen	 tukirangan	 kanssa	




Suurin	 osa	 integriineistä	 osallistuu	 solu-ECM-vuorovaikutuksiin,	 osa	 solu-solu-
vuorovaikutuksiin	 ja	 muutama	 niistä	 osallistuu	 molempiin	 (katsausartikkelissa	
Johansson	 ja	 muut	 1997).	 Ne	 sitoutuvat	 soluväliaineessa	 esimerkiksi	 kollageeniin,	
fibronektiiniin,	fibrinogeeniin,	laminiiniin	ja	vitronektiiniin.	Osa	integriineistä	tunnistaa	
kolmen	 aminohapon	 muodostaman	 RGD-jakson	 (Arg-Gly-Asp),	 joka	 on	 tärkeä	
tunnistuskohta	 monien	 proteiinien	 rakenteessa,	 esimerkiksi	 fibronektiinissa.	
Kollageeniin	 sitoutuvat	 integriinit	 puolestaan	 tunnistavat	 GFOGER-sekvenssin	




Kadheriinit	 ovat	 kalsiumista	 riippuvaisia	 glykoproteiineja.	 Ne	 osallistuvat	 solujen	
välisten	 kiinteiden	 liitosten	 muodostamiseen.	 Solu-solu-adheesiossa	 kadheriinit	







ominaisuuksia	 ja	 monet	 solutyypit	 ilmentävät	 näiden	 erilaisia	 yhdistelmiä.	 Lähes	
kaikissa	 kadheriinityypeissä	 on	 viisi	 homologista	 solun	 ulkopuolista	 domeenia,	










Selektiinit	 ovat	 perhe	 heterofiilisesti	 sitoutuvia	 soluadheesiomolekyylejä,	 jotka	
tunnistavat	ja	sitoutuvat	toisten	solujen	pinnalla	esiintyviin	oligosakkarideihin.	Ne	ovat	
yksijuosteisia	 solukalvon	 läpäiseviä	 glykoproteiineja,	 joilla	 on	 lektiini-glykoproteiinien	
kaltaisia	 ominaisuuksia.	 Ne	 muodostavat	 kolme	 ryhmää:	 L-,	 P-	 ja	 E-selektiinit.	 L-
selektiinit	 ilmentyvät	 veren	 leukosyyteissä,	 P-selektiinit	 verihiutaleissa	 ja	 E-	 ja	 P-
selektiinit	 endoteelisoluissa.	 Ne	 välittävät	 solu-solu-vuorovaikutuksia	 muun	 muassa	
veren	 leukosyyttien	 ja	 verisuonten	 seinämien	 välillä	 kudosten	 vaurioissa	 ja	
tulehduksessa.	(katsausartikkelissa	Tedder	ja	muut	1995.)	
	
Selektiinit	 koostuvat	 suuresta	 solun	 ulkopuolisesta	 domeenista,	 yksinkertaisesta	
solukalvon	 läpäisevästä	 osasta	 ja	 niillä	 on	 lyhyt	 sytoplasminen	 häntä.	 Niiden	 solun	
ulkopuolisessa	domeenissa	on	N-terminaalinen	lektiinidomeeni,	jonka	avulla	ne	voivat	






Soluväliaine	 koostuu	 solun	 ulkopuolisista	 molekyyleistä,	 jotka	 antavat	 mekaanista	
tukea	 soluille	 ja	 kudoksille	 ja	 täyttävät	niiden	välisen	 tilan.	 Soluväliaine	 tarjoaa	myös	
biokemiallisia	 ja	 biomekaanisia	 tarttumispintoja	 solujen	 erilaistumiselle,	 kudosten	
muokkaukselle	 ja	 homeostaasille.	 (katsausartikkelissa	 Frantz	 ja	 muut	 2010.)	
Soluväliaine	on	monimutkainen	ja	dynaaminen	kokonaisuus,	joka	on	tärkeä	normaalille	
kudosten	kehitykselle	ja	fysiologialle.	Soluväliaine	välittää	solujen	välisiä	viestejä,	ja	se	
voi	 vaikuttaa	 solujen	 signaalireittien	 säätelyyn	 ja	 siten	 se	 voi	 säädellä	 geenien	
ilmentymistä.	Soluväliaineen	komponenteilla	onkin	keskeinen	tehtävä	solujen	kasvun,	




Soluväliaine	 toimii	 solujen	 tarttumispintana	 ja	 tukena.	Sen	molekyylien	ominaisuudet	
määrittävät	 myös	 kudosten	 fysikaalisia	 ominaisuuksia,	 kuten	 elastisuutta	 ja	
vetolujuutta.	 Soluväliaine	 ei	 ainoastaan	 tarjoa	 kolmiulotteista	 rakennetta	
soluadheesiolle	 ja	 solujen	 liikkumiselle	 vaan	 se	 myös	 toimii	 varastona	
signalointimolekyyleille.	 Se	 on	 hyvin	 dynaaminen	 kokonaisuus,	 jota	 muokataan	
jatkuvasti	 entsymaattisesti	 tai	 ei-entsymaattisesti,	 ja	 sen	 komponentit	 ovat	 alttiita	
lukuisille	translaation	jälkeisille	muokkauksille.	Kudosten	soluväliaineen	koostumus	voi	
muuttua	 paljon	 alkionkehityksen	 lisäksi	 ikääntymisessä	 ja	 eri	 sairauksissa.	
(katsausartikkelissa	Goody	ja	Henry	2010.)	
	
Proteinaasit	 vastaavat	 soluväliaineen	 dynaamisesta	 muokkauksesta	
(katsausartikkelissa	 Goody	 ja	 Henry	 2010).	 Esimerkiksi	 matriksin	 metalloproteinaasit	
(engl.	matrix	metalloproteinase,	MMP)	ovat	ryhmä	Zn2+-riippuvaisia	endopeptidaaseja,	
joilla	 on	 kyky	 hajottaa	 adheesiomolekyylejä	 solukalvolla	 ja	 soluväliaineessa.	 Niillä	 on	






Soluväliaine	 koostuu	 solujen	 ympärilleen	 tuottamista	molekyyleistä.	 Sen	molekyylejä	
tuottavat	 sitä	 ympäröivät	 solut,	 kuten	 fibroblastit.	 Se	 koostuu	 pääasiassa	 vedestä,	
proteiineista	ja	polysakkarideista.	Kuitenkin	jokaisella	kudoksella	on	koostumukseltaan	
ja	 fysikaalisiltaan	 ja	 biokemiallisilta	 ominaisuuksiltaan	 uniikki	 soluväliaine.	
(katsausartikkelissa	Frantz	ja	muut	2010.)	Soluväliaineen	yleisimmät	proteiinit	voidaan	




Kollageenit	 ovat	 yleisin	 proteiini	 soluväliaineessa.	 Ne	 muodostavat	 säikeisiä	 ja	
pallomaisia	 glykoproteiinirakenteita	 ja	 vastaavat	 kudoksen	 vetolujuudesta.	
Kollageeneja	esiintyy	selkärankaisissa	eliöissä	ainakin	28	erilaista	(I-XXVIII).	Kollageenit	
voidaan	 jakaa	useisiin	eri	 ryhmiin	niiden	muodostaman	 rakenteen	mukaan:	 säikeisiin	
(tyypit	 I,	 II,	 III,	 V	 ja	 XI),	 FACIT-	 (tyypit	 IX,	 XII,	 XIV,	 XVI,	 XIX	 ja	 XXI),	 verkostoja	
muodostaviin	 (tyypit	 IV,	 VIII	 ja	 X),	 solukalvon	 läpäiseviin	 (tyypit	 XIII,	 XVII	 ja	 XXV),	
endostatiineja	tuottaviin	(tyypit	XV	ja	XVIII),	ankkuroivia	säikeitä	muodostaviin	(tyyppi	
VII)	 ja	helminauhamaisia	säikeitä	muodostaviin	 (tyyppi	VI)	kollageeneihin.	Esimerkiksi	





Proteoglykaanit	 ovat	 korkeasti	 glykosyloituja	 proteiineja,	 ja	 ne	 muodostuvat	
ydinproteiinista,	 johon	 on	 liittynyt	 kovalenttisesti	 yksi	 tai	 useampi	
glykosaminoglykaaniketju	 (engl.	 glycosaminoglycan,	 GAG).	 GAG-molekyylit	 ovat	
pitkäketjuisia	 haarautumattomia	 polysakkarideja.	 Proteoglykaanit	 ovat	 negatiivisesti	
varautuneita,	mikä	houkuttelee	positiivisesti	varautuneita	kationeja,	 jotka	puolestaan	
vetävät	 puoleensa	 vesimolekyylejä.	 Proteoglykaanit	 huolehtivat	 soluväliaineen	 ja	 sen	





ketjuista	sekä	näiden	 lukumäärästä	 ja	pituudesta.	 Joissakin	näissä	proteoglykaaneissa	
on	 vain	 yksi	GAG-ketju,	 kuten	dekoriinissa,	 kun	 taas	 joissakin	on	 yli	 100	GAG-ketjua,	
esimerkiksi	aggrekaanissa.	(katsausartikkelissa	Iozzo	ja	Schaefer	2015.)		
	
Soluväliaineen	 suurimolekyylinen	 GAG-molekyyli,	 hyaluronaani,	 huolehtii	 myös	
kudosten	 kosteudesta	 ja	 vastustaa	 puristuksesta	 aiheutuvia	 voimia.	 Se	 ei	
poikkeuksellisesti	 muodosta	 proteoglykaaneja,	 toisin	 kuin	 monet	 muut	 GAG-





(katsausartikkelissa	 Goody	 ja	 Henry	 2010).	 Laminiinit	 ovat	 verkkomaisia	 rakenteita	
muodostavia	proteiineja.	Ne	ovat	tärkeä	osa	tyvikalvoa	tyypin	IV	kollageenin	lisäksi	ja	
ne	vaikuttavat	solujen	erilaistumiseen,	migraatioon	ja	adheesioon.	Ne	koostuvat	α-β-γ-
heterotrimeerisistä	 ketjuista,	 jotka	 muodostavat	 ristimäisen	 rakenteen,	 joka	 voi	
sitoutua	 solukalvon	 tai	 soluväliaineen	 molekyyleihin.	 Soluväliaineen	 komponenteista	





sen	 esiastemuotojen,	 tropoelastiinien,	 yhdistyessä	 toisiinsa	 verkkomaisiksi	 kuiduiksi	
(katsausartikkelissa	Mithieux	ja	Weiss	2005).	Elastiini	on	hyvin	joustava	proteiini,	 joka	
lisää	kudosten	kimmoisuutta.	Se	siis	mahdollistaa	monien	kudosten	palaamisen	niiden	
alkuperäiseen	 muotoon	 näiden	 venymisen	 tai	 kokoon	 puristumisen	 jälkeen.	
(katsausartikkelissa	 Goody	 ja	 Henry	 2010.)	 Elastiini	 yhdistyy	 kollageeneihin,	 jotka	
rajoittavat	 sen	 venymistä.	 Lisäksi	 elastiinikuituja	 peittää	 mikrofibrilli-glykoproteiinit,	







erilaistumisessa	 ja	 myös	 esimerkiksi	 haavan	 paranemisessa.	 (katsausartikkelissa	





Fibronektiini	 esiintyy	 yleensä	 dimeerinä,	 joka	 tyypillisesti	 koostuu	 kahdesta	 lähes	
identtisestä	 230-270	 kDa	 kokoisesta	 monomeeristä,	 jotka	 ovat	 liittyneet	 toisiinsa	
disulfidisidoksin	 C-terminaalisesta	 päästään.	 Kumpikin	monomeeri	 koostuu	 kolmesta	
erityyppisestä	 fibronektiinimoduulista	 (tyyppi	 I,	 II	 ja	 II),	 jotka	 vuorottelevat	
fibronektiinin	rakenteessa.	 	Fibronektiinimonomeeri	voi	sisältää	12	tyypin	I	moduulia,	





Fibronektiinilla	 on	 monia	 vaihtoehtoisesta	 silmukoinnista	 johtuvia	 isomuotoja,	 ja	
ihmisessä	 niitä	 on	 jopa	 20	 erilaista.	 Fibronektiini	 esiintyy	 liukoisena	
plasmafibronektiinina	 (engl.	 plasma	 FN,	 pFN)	 ja	 vähemmän	 liukoisena	 solun	
fibronektiinina	(engl.	cellular	FN,	cFN).	pFN	on	veren	plasman	merkittävä	komponentti,	
ja	cFN	on	soluväliaineen	tärkeä	komponentti.	pFN:llä	on	vain	vähän	eri	isomuotoja,	kun	
taas	 cFN-isomuotoja	on	enemmän	 ja	ne	ovat	 solutyyppi-	 ja	 lajispesifiä.	 Fibronektiini-
isomuodoilla	 on	 erilaisia	 ominaisuuksia,	 esimerkiksi	 ne	 voivat	 erota	
sitoutumisominaisuuksiltaan	 eri	 ligandeihin.	 Eri	 fibronektiinimuotojen	 avulla	 solut	




Fibronektiinin	 rakenteesta	 on	 solutyypistä	 riippuen	 4-9	 %	 sokerirakenteita.	
Glykosylaatiokohdat	 sijaitsevat	 pääasiassa	 tyypin	 III	 toistoissa	 ja	 kollageenia	 sitovissa	





Kuva	 1.	 Plasmafibronektiinin	 rakenne.	 Fibronektiini	 esiintyy	 yleensä	 dimeerinä,	 joka	 koostuu	




vain	 toisessa	 tai	 molemmissa	 monomeereissä.	 Lisäksi	 laatikossa	 on	 esitetty	 merkittävimmät	




Solukalvon	 reseptorit	 voivat	 tarttua	 useisiin	 kohtiin	 fibronektiinin	 rakenteessa,	 joista	
tärkein	 on	 RGD-jakso,	 joka	 sijaitsee	 III10-domeenissa	 (kuva	 1).	 Fibronektiini	 toimii	
useiden	 eri	 integriinien	 ligandina.	 Esimerkiksi	 α5β1-integriini	 sitoutuu	 pääasiassa	
fibronektiinin	 RGD-sekvenssiin,	 ja	 sillä	 on	 myös	 muita	 sitoutumiskohteita	 tämän	
rakenteessa.	 Fibronektiinin	 rakenteessa	 on	 myös	 muita	 eri	 integriinityyppien	




Fibronektiini	 sitoutuu	 useisiin	 soluväliaineen	 komponentteihin,	 ja	 se	 välittää	 näiden	
sitoutumista	 solukalvon	 integriineihin.	 Fibronektiinin	 rakenteessa	 on	 kaksi	 tärkeää	
hepariinia	sitovaa	domeenia,	joihin	heparaanisulfaatti-proteoglykaanit	voivat	sitoutua.	
Domeeneista	voimakkaampi	sijaitsee	C-terminaalisessa	päässä	ja	heikompi	sijaitsee	N-
terminaalisessa	 päässä,	 ja	 nämä	 domeenit	 sitovat	 myös	 muita	 proteoglykaaneja.	
Kollageenia	 sitovia	 alueita	 on	 fibronektiinin	 domeeneissa	 I6-9	 ja	 II1-2,	 ja	 ne	 sitovat	
voimakkaammin	 yksijuosteista	 denaturoitua	 kollageenia	 kuin	 natiivia	 kollageenia.	
Fibronektiini	 saattaa	 siis	 sitoutua	 pääasiassa	 kollageenin	 triplajuosteen	 avautuneisiin	
kohtiin.	 Rakenteessa	 on	myös	 fibriiniä	 sitovat	 kohdat	 sekä	 C-terminaalisessa	 että	 N-
terminaalisessa	 päässä.	 Fibronektiinin	 sitoutuminen	 fibriiniin	 on	 tärkeää	 esimerkiksi	




Monet	 solut	 tuottavat	 fibronektiinia	 liukoisessa	 muodossa,	 josta	 voi	 muodostua	
liukenemattomia	 fibronektiinisäikeitä,	 jotka	 pääasiassa	 vastaavat	 fibronektiinin	
aktiivisuudesta	 (katsausartikkelissa	 Pankov	 ja	 Yamada	 2002).	 Liukoisen	 fibronektiinin	
rakenne	 on	 kompaktissa	 kiertyneessä	 muodossa,	 ja	 fibronektiinisäikeiden	
muodostuessa	 tämä	 rakenne	 oikenee.	 (katsausartikkelissa	 Johansson	 ja	muut	 1997.)	
Useat	eri	alueet	fibronektiinin	rakenteessa	osallistuvat	säikeiden	muodostukseen	(kuva	
2).	Liukoinen	fibronektiini	voi	sitoutua	solun	pinnalle	 integriinien,	esimerkiksi	α5β1:n,	
välityksellä.	 Integriinit	sitoutuvat	fibronektiinin	 III10-domeenin	RGD-sekvenssiin	 ja	tätä	
voimistaviin	alueisiin,	 jolloin	 fibronektiinimolekyylissä	 tapahtuu	konformaatiomuutos,	
ja	 sen	 rakenne	 suoristuu.	 Samalla	 fibronektiinin	 rakenteessa	 paljastuu	
sitoutumiskohtia,	joihin	toisen	fibronektiinimolekyylin	I1-5-domeeni	voi	sitoutua.	Tämä	
puolestaan	 mahdollistaa	 toisten	 fibronektiinimolekyylien	 suoristumisen	 ja	
sitoutumisen	 muodostuvaan	 fibronektiini-säikeeseen.	 Fibronektiinin	 suoristumisessa	





Kuva	 2.	 Fibronektiinisäikeiden	 muodostuminen.	 Malli	 fibronektiinisäikeiden	 muodostumisen	
alusta,	joka	on	integriinien	avustamaa.	Lisäksi	jotkin	tuntemattomat	proteiinit	voi	avustaa	säikeiden	
muodostumista.	 Liukoinen	 fibronektiinimolekyyli	 voi	 sitoutua	 solun	 pinnalle	 III10-domeenin	 RDG-
jaksoon	 sitoutuvien	 integriinien	 välityksellä.	 Sitoutumisen	 aiheuttaman	 konformaatiomuutoksen	
myötä	 sen	 rakenne	 suoristuu	 ja	 samalla	 rakenteessa	 paljastuu	 sitoutumiskohtia,	 joihin	 toisen	
fibronektiinimolekyylin	 I1-5-domeeni	 voi	 sitoutua.	 Tämä	 puolestaan	 mahdollistaa	 seuraavien	
fibronektiinimolekyylien	 suoristumisen	 ja	 sitoutumisen.	 Fibronektiini-fibronektiini-sitoutumiseen	




IgSF-perheeseen	 kuuluvat	 basigiini	 (engl.	 basigin,	 BSG)	 (Biswas	 1982),	 neuroplastiini	
(engl.	 neuroplastin)	 (Hill	 ja	muut	 1988)	 ja	 embigiini	 (engl.	 embigin,	 EMB)	 (Ozawa	 ja	







muita	 vaihtoehtoisesta	 silmukoinnista	 johtuvia	 muotoja,	 ja	 niillä	 solukalvon	
läpäisevässä	domeenissaan	epätyypillinen	glutamaatti	(E).	Basigiinilla	on	myös	havaittu	
kaksi	 fosforylointikohtaa	 sytoplasmisessa	 domeenissa.	 N-glykosylaation	 määrä	 ja	




Kuva	 3.	 Basigiiniperheen	 proteiinien	 rakenteet.	 Basigiiniperheen	 glykoproteiinit,	 basigiini,	
neuroplastiini	 ja	 embigiini,	 kuuluvat	 immunoglobuliinisuperperheeseen.	 Kaikilla	 on	 kaksi	
glykosyloitua	immunoglobuliinin	kaltaista	(Ig-l)	domeenia	solun	ulkopuolisessa	osassaan.	Basigiini	ja	




Basigiini	 (lyhenne	 BSG	 (ihminen)	 tai	 Bsg	 (hiiri),	 tunnetaan	 myös	 nimillä	 CD147	 ja	
EMMPRIN,	 käytetty	myös	muita	 nimiä,	 kuten	 gp42,	 HT7,	 neurothelin,	 OX-47,	M6	 ja	
5A11)	 on	 solukalvon	 glykoproteiini,	 ja	 se	 osallistuu	 monenlaisiin	 solun	 tapahtumiin	
(katsausartikkelissa	Muramatsu	 2016).	 Basigiini	 löydettiin	 1982	 (Biswas	 1982),	mutta	
sen	säätelystä	ja	tehtävästä	tiedetään	vielä	melko	vähän.	
	
Basigiinilla	 on	 monia	 eri	 vaikutuskohteita:	 sitä	 ilmentyy	 monissa	 syövissä	 ja	 se	 on	
tärkeä	alkionkehityksessä,	haavan	paranemisessa,	verkkokalvon	toiminnassa,	T-solujen	
kehityksessä,	monissa	neurologisissa	prosesseissa	 (katsausartikkelissa	 Iacono	 ja	muut	
2007).	 Basigiini	 toimii	 avustavana	 proteiinina	 monokarboksylaattitransportteri	 1:lle,	
3:lle	 ja	 4:lle	 (engl.	 monocarboxylate	 transporter,	 MCT)	 (Kirk	 ja	 muut	 2000;	 Philp	 ja	
muut	 2003).	 Se	 voi	 olla	 vuorovaikutuksessa	 myös	 esimerkiksi	 integriinien	





välillä	 sen	 glykosylaatiotasosta	 riippuen	 (Kasinrerk	 ja	 muut	 1992	 ja	 1999;	 Kirsch	 ja	
















Basigiini-2	 (basigiini/CD147/EMMPRIN)	 on	 näistä	 isomuodoista	 yleisin	 ja	 sen	 tehtävä	
on	 parhaiten	 tunnettu	 (Belton	 ja	 muut	 2008).	 Sen	 solun	 ulkopuolinen	 osa	 koostuu	
kahdesta	Ig-l-domeenista,	joista	lähimpänä	N-terminaalia	oleva	D1-domeeni	on	Ig-l-C2-
domeeni	 ja	 toinen	D2-domeeni	on	puolestaan	 Ig-l-V-domeeni	 (Wilson	 ja	muut	2005).	
Basigiini-1-isomuodon	 (ennen	 basigiini-2)	 solun	 ulkopuolisessa	 osassa	 on	 kolme	 Ig-l-
domeenia	 ja	 sen	 N-terminaalisin	 D0-domeeni	 on	 Ig-l-V-domeeni.	 Tällä	 isomuodolla	
esiintyy	homofiilistä	interaktiota.	(Hanna	ja	muut	2003.)	Se	on	retinaspesifinen	eli	sitä	
ilmentyy	ainoastaan	silmän	verkkokalvossa	(Ochrietor	ja	muut	2003).	Basigiini-2:n,	-3:n	
ja	 -4:n	 ilmentyminen	 on	 korkeampaa	 syöpäsolulinjoissa	 kuin	 normaaleissa	
solulinjoissa,	 ja	basigiini-2:n	lisäksi	myös	basigiini-3:lla	 ja	-4:llä	esiintyy	glykosylaatiota	





Monokarboksylaattitransportterit	 kuljettavat	 solukalvon	 yli	 monokarboksylaatteja,	
kuten	 laktaattia,	 pyruvaattia	 ja	 ketoaineita,	 ylläpitäen	monien	 solujen	homeostaasia.	
MCT-perheessä	 on	 14	 jäsentä,	 joista	 MCT1-MCT4,	 MCT8	 ja	 MCT10	 ovat	 parhaiten	
tutkittuja.	 MCT1-4	 ovat	 protoniriippuvaisia	 transporttereita	 ja	 ne	 tarvitsevat	
toimiakseen	avustavia	proteiineja.	(katsausartikkelissa	Halestrap	ja	Price	1999.)	Niiden	




Basigiini	 toimii	 avustavana	 proteiinina	 MCT1:lle	 ja	 4:lle	 (Kirk	 ja	 muut	 2000).	
Kaperoniaktiivisuuden	 lisäksi	 basigiini	 on	 välttämätön	 myös	 näiden	 proteiinien	
toiminnalle	 (Wilson	 ja	 muut	 2005).	 MCT1	 ilmentyy	 laajasti	 eri	 kudoksissa	 ja	 se	 on	
tärkeä	laktaatin	kuljettamiselle	sydän-	ja	punaisissa	luustolihassoluissa	(Garcia	ja	muut	
1994;	 McCullagh	 ja	 muut	 1996).	 MCT4	 (ennen	 MCT3)	 puolestaan	 ilmentyy	 melko	
laajasti	 eri	 kudoksissa	 ja	 erityisen	 voimakkaasti	 glykolyyttisissä	 kudoksissa,	 kuten	
valkoisissa	luustolihassoluissa	(Price	ja	muut	1998;	Wilson	ja	muut	1998).	
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Basigiini-1	 on	 retinaspesifinen	 eli	 sitä	 esiintyy	 ainoastaan	 silmän	 verkkokalvossa	
(Ochrietor	 ja	 muut	 2003).	 Sen	 homofiilinen	 interaktio	 voi	 olla	 tärkeää	
laktaattitransportterien	 asemoimiselle	 verkkokalvolle,	 jossa	 laktaatti	 on	 tärkeä	
metaboliitti	 (Hanna	 ja	 muut	 2003).	 MCT3	 ilmentyy	 silmän	 verkkokalvon	
pigmenttiepiteelissä	(engl.	retinal	pigment	epithelium,	RPE)	basaalisella	puolella.	MCT1	
puolestaan	ilmentyy	RPE:ssä	apikaalisella	puolella.	(Yoon	ja	muut	1997;	Philp	ja	muut	
2001.)	Myös	basigiini	 ilmentyy	RPE-soluissa	 ja	kolokalisoituu	siellä	MCT1:n	 ja	MCT3:n	
kanssa.	 Basigiinihiljennetyissä	 (engl.	 knockout,	 KO)	 hiirissä	 MCT1:n	 ja	 MCT3:n	




Integriinien	 α3β1	 ja	 α6β1	 on	 havaittu	 olevan	 vuorovaikutuksessa	 basigiinin	 kanssa	
(Berditchevski	 ja	muut	 1997).	 Nämä	 integriinit	 sitoutuvat	 pääasiassa	 laminiineihin	 ja	
ovat	tyvikalvon	tärkeitä	komponentteja	(Delwel	ja	muut	1994).	Laminiinit	on	yhdistetty	
moniin	 metastaasille	 tärkeisiin	 prosesseihin,	 kuten	 soluadheesion	 lisäämiseen	 ja	
angiogeneesiin	 (katsausartikkelissa	 Malinda	 ja	 Kleinman	 1996).	 Basigiini	 saattaa	





MMP-molekyyleillä	 on	 kyky	 hajottaa	 adheesiomolekyylejä	 solukalvolla	 ja	
soluväliaineessa	 sekä	 muita	 soluväliaineen	 proteiineja.	 Niillä	 on	 tärkeä	 tehtävä	
esimerkiksi	 haavan	 paranemisessa	 ja	 syövän	 metastaasissa.	 (katsausartikkelissa	
Matrisian	 1990.)	 Basigiini	 stimuloi	 useiden	 MMP-proteiinien	 tuottoa	 soluissa,	 mistä	
basigiinin	 yksi	 nimi	 EMMPRIN	 (extra-cellular	matrix	metalloproteinase	 inducer)	 tulee	
(Kataoka	 ja	 muut	 1993).	 Ollessaan	 galektiini-3:n	 kanssa	 vuorovaikutuksessa	 basigiini	





Homo-oligomerisaatio	 on	 edellytys	 monen	 proteiinin	 kunnolliselle	 toiminnalle.	
Basigiini-1:n	lisäksi	basigiini-2:lla	esiintyy	homofiilistä	interaktiota	ja	se	stimuloi	MMP-
ilmentymistä	homo-oligomerisoitumalla	muiden	basigiini-2-proteiinien	kanssa.	(Sun	ja	
Hemler	 2001.)	 Basigiini-3	 voi	 puolestaan	 inhiboida	 MMP-induktiota	 muodostamalla	
hetero-oligomeerejä	 sitoutumalla	 basigiini-2:een	 ja	 näin	 estää	 MMP-induktioon	
vaadittujen	 basigiini-2-homo-oligomeerien	 syntyä.	 Basigiini-3	 saattaa	 siis	 säädellä	
basigiini-2:n	toimintaa.	(Liao	ja	muut	2011.)	
	
Basigiinin	 glykosylaatiotaso	 vaihtelee	 paljon	 ja	 tämänkaltainen	 iso	 koon	 vaihtelu	 on	
yleensä	 epätyypillistä	 solukalvon	 glykoproteiineille	 ja	 erityisesti	 IgSF:n	 proteiineille	
(Tang	 ja	 muut	 2004).	 Glykosylaatio	 on	 tärkeää	 basigiinin	 toiminnalle,	 koska	 juuri	
glykosyloitu	 muoto	 basigiinista	 on	 esimerkiksi	 alttiimpi	 klusteroitumiselle	 ja	 MMP-
tuoton	induktiolle	(Guo	ja	muut	1997).	Kaveoliini-1	säätelee	basigiinin	glykosylaatiota	
estämällä	 tämän	 korkeasti	 glykosyloidun	muodon	 tuottoa	 ja	 siten	 se	myös	 vähentää	
basigiinivälitteistä	MMP-tuottoa.	 	 Kaveoliini-1	 toimiikin	 syöpää	 estävänä	 proteiinina,	





muut	 1998).	 Sitä	 ilmentyy	 hiiren	 alkioissa	 laajasti	 alkionkehityksen	 alkuvaiheessa	 ja	
organogeneesissä	 useissa	 epiteelikudoksissa,	 aivokammioissa,	 selkäytimessä	 ja	
spinaaligangliossa	 (Fan	 ja	muut	 1998).	 Basigiini	 KO	 -hiiriä	 syntyy	 vain	 noin	 neljäsosa	
normaalista.	 Alkiot	 kehittyivät	 normaalisti	 preimplantaatiovaiheiden	 aikana,	 mutta	
suurin	 osa	 niistä	 kuoli	 implantaation	 eli	 kohtuun	 kiinnittymisen	 aikana.	 Basigiini	
luultavasti	 siis	 osallistuu	 solujen	 väliseen	 tunnistukseen	 implantaatiossa.	 Puolet	
syntyneistä	KO	-hiiristä	kuoli	ennen	1	kuukauden	ikää	interstitiaalisen	keuhkosairauden	
takia.	 Selviytyneet	 aikuiset	 hiiret	 olivat	 pieniä	 ja	 steriilejä.	 Spermatogeneesi	 oli	




Basigiini	 saattaa	 liittyä	myös	hermoston	kehitykseen	 (Fadool	 ja	muut	1993).	Basigiini	
KO	-hiirillä	havaittiin	lyhytaikaisen	muistin	ja	oppimisen	huonontuneen,	mutta	hiirillä	ei	
kuitenkaan	havaittu	motorisia	toimintahäiriöitä.	Lisäksi	basigiini	ilmentyy	voimakkaasti	





viikon	 ikäisinä,	 jolloin	 silmät	 avautuvat,	 vaikka	 verkkokalvon	 rakenne	 vaikutti	
normaalilta	 (Ochrietor	 ja	muut	2002).	Kolmen	viikon	 ikäisissä	hiirissä	 fotoreseptorien	
ulommat	 segmentit	 näyttivät	 normaalia	 väljemmiltä	 ja	 lyhyemmiltä,	 ja	 8	 viikon	
ikäisissä	 hiirissä	 fotoreseptorien	 rappeutuminen	 oli	 alkanut.	 Fotoreseptorien	
hajoaminen	 jatkui	 asteittain	 kahdeksan	 kuukauden	 ikään	 asti,	 jolloin	 koko	





Neuroplastiinit	 (Np55,	 aiemmin	 gp55	 ja	 Np65,	 aiemmin	 gp65,	 käytetty	 myös	 nimiä	
SDR1	 ja	 ZOV3)	 ovat	 synaptisella	 solukalvolla	 olevia	 IgSF:n	 glykoproteiineja,	 joilla	 on	
tärkeä	 tehtävä	 monissa	 neuronaalisissa	 ja	 synaptisissa	 toiminnoissa	 (Langnaese	 ja	
muut	 1997.)	 Ne	 esimerkiksi	 edistävät	 neuriittien	 kasvua	 ja	 säätelevät	 synapsien	
rakennetta	 ja	 toimintaa.	 Ne	 saattavat	 osallistua	 myös	 neuronien	 energiansaantiin.	
Lisäksi	 ne	 avustavat	 useiden	 proteiinien,	 kuten	 MCT2:n,	 glutamaattireseptori	 1:n	 ja	










D1	 ja	D2)	 Ig-l-domeenista.	D0-	 ja	D2-domeenit	ovat	 tyypin	C2	domeeneja,	mutta	D1-
domeenia	ei	voida	luokitella	miksikään	tietyksi	Ig-domeenityypiksi.	(Langnaese	ja	muut	
1997.)	 	Neuroplastiineja	 ilmentää	NPTN-geeni,	 ja	 kahden	 isomuodon	 (Np55	 ja	Np65)	
lisäksi	 neuroplastiinien	 sytoplasmisesta	 domeenista	 voi	 puuttua	 neljän	 aminohapon	
pätkä	 (340-Asp-Asp-Glu-Pro-(DDEP)-343),	 joten	 neuroplastiini	 esiintyy	 neljässä	
isomuodossa	(Np65	ja	Np55	±	DDEP)	(katsausartikkelissa	Beesley	ja	muut	2014).	
	
Kuten	 basigiinilla,	 myös	 neuroplastiinin	 koko	 vaihtelee	 glykosylaation	 myötä.	 Ilman	
glykosylaatiota	 Np55:n	 koko	 on	 28	 kDa	 ja	 Np65:n	 40	 kDa,	 kun	 taas	 glykosyloituna	
Np55:n	 koko	 voi	 olla	 jopa	 55	 kDa	 ja	 Np65:n	 65	 kDa.	 Neuroplastiineilla	 on	 kuusi	
potentiaalista	N-glykosylaatiokohtaa	D1-	ja	D2-domeeneissa.	(Willmott	ja	muut	1992.)	
Np65	 ilmentyy	 pelkästään	 aivoissa	 ja	 neuroneissa,	 kun	 taas	 Np55	 ilmentyy	 aivojen	
lisäksi	 monissa	 muissa	 kudoksissa,	 kuten	 munuaisissa,	 pernassa,	 kateenkorvassa,	
luustolihaksissa,	 mahassa,	 kiveksissä,	 keuhkoissa,	 sydämessä	 ja	 maksassa.	 Np55:n	
glykosylaatiomuodot	 vaihtelevat	 eri	 kudosten	 välillä,	 joten	 glykosylaatio	 luultavasti	
vaikuttaa	 neuroplastiinin	 toimintaan.	 (Langnaese	 ja	 muut	 1997.)	 Lisäksi	 Np65:lla	 on	




Soluadheesio	 luo	 toiminnallisen	 pohjan	 aivojen	 monimutkaisen	 neuroniverkon	
synnylle	 ja	 ylläpitämiselle.	 Monet	 soluadheesiomolekyylit,	 kuten	 neuroplastiinit,	
säätelevät	 hermosolujen	 erilaistumista	 alkionkehityksen	 aikana	 ja	 tukevat	 synapsien	
kypsymistä	 ja	 ylläpitoa	 aikuisen	 aivoissa.	 (Owczarek	 ja	 muut	 2011.)	 Varhaisessa	
alkionkehityksessä	 neuroplastiineja	 ilmentyy	 hiiren	 ja	 ihmisen	 aivojen	 kuorialueella	
vain	 vähän,	 mutta	 kehityksen	 myöhemmissä	 vaiheissa	 ilmentyminen	 kasvaa	
lapsuuteen	asti.	Korkeimmillaan	neuroplastiinien	ilmentyminen	on	murrosiässä,	 jonka	
jälkeen	 ilmentyminen	 laskee.	 Solutasolla	 neuroplastiinit	 saattavat	 liittyä	 aivokuoren	
arkkitehtuurin	säätelyyn.	(Desrivières	ja	muut	2015.)	
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Monilla	 muilla	 soluadheesiomolekyyleillä	 on	 tärkeä	 tehtävä	 hermosolujen	 kasvun	
edistämisessä	 ja	 siten	 niiden	 erilaistumisessa.	 Yksi	 tärkeimmistä	 solu-ECM-
vuorovaikutuksen	 vaikutuksesta	 aktivoituvista	 signaalireiteistä	 liittyy	
fibroblastikasvutekijöihin	 (engl.	 fibroblast	 growth	 factor,	 FGF)	 ja	 niiden	 reseptoreihin	
(FGFR).	Esimerkiksi	FGF-reseptorin	kanssa	vuorovaikutuksessa	olevat	 IgSF-perheeseen	
kuuluva	hermosoluadheesiomolekyyli	 (engl.	 neural	 cell-adhesion	molecule,	NCAM)	 ja	
kadheriineihin	 kuuluva	 N-kadheriini	 aktivoivat	 neuriittien	 kasvun	 aiheuttavia	
signalointireittejä.	 (Hansen	 ja	 muut	 2008.)	 Neuroplastiinit	 voivat	 olla	
vuorovaikutuksessa	FGF-reseptorien	kanssa.	Np55	sitoutuu	FGFR1:een	 ja	aktivoimalla	
tämän	 Np55:n	 D1-domeeni	 indusoi	 neuriittien	 kasvua.	 Lisäksi	 Np55	 lisää	 synaptista	
kalsium-konsentraatiota	FGFR1:n	kautta.	(Owczarek	ja	muut	2010.)	Myös	Np65	edistää	
neuriittien	 kasvua	 trans-homofiilisen	 adheesion	 kautta	 ja	 lisää	 synaptista	 kalsium-




MCT2	 ilmentyy	 harvemmissa	 kudoksissa	 kuin	 MCT1.	 Sitä	 kuitenkin	 ilmentyy	 useissa	
samoissa	 kudoksissa,	 kuin	 MCT1:tä,	 kuten	 maksassa,	 munuaisissa,	 kiveksissä	 ja	
aivoissa,	 mutta	 sen	 lokalisaatio	 on	 eri	 kuin	 MCT1:llä.	 MCT1:llä	 ja	 MCT2:lla	 on	
luultavasti	 siis	eri	 tehtävät	kudoksissa	 (Garcia	 ja	muut	1995.)	Neuroplastiinit	 toimivat	
avustavana	 proteiinina	 MCT2:lle	 ainakin	 joissakin	 neuronipopulaatioissa	 (Wilson	 ja	
muut	 2013).	 MCT1,	 MCT2	 ja	 MCT4	 ilmentyvät	 aivoissa,	 ja	 MCT2	 on	 jyrsijöissä	
luultavasti	 merkittävin	 MCT-isomuoto	 laktaatin	 kuljetuksessa	 neuroneihin	
hermostimulaation	 jälkeen	 (katsausartikkelissa	 Pierre	 ja	 Pellerin	 2005).	 Laktaatti	 on	










aivoissa	 se	 ei	 ole	 kovin	 yleinen	 proteiini.	 Jokin	muu	MCT-molekyyleistä	 saattaisi	 olla	
merkittävin	 ihmisellä,	 esimerkiksi	 MCT1.	 Neuroplastiini	 voisi	 mahdollisesti	 toimia	
avustavana	 proteiinina	 myös	 MCT1:lle	 aivoissa.	 (katsausartikkelissa	 Beesley	 ja	 muut	
2014.)	Lisäksi	neuroplastiinien	 jakauma	ihmisen	aivoissa	poikkeaa	 jyrsijöiden	aivoista.	






simpukkarakenteen	 kuuloaistimusta	 välittävien	 sisempien	 karvasolujen	 (engl.	 inner	
hair	 cell,	 IHC)	 presynaptisella	 alueella.	 Np65	 KO	 -hiirissä	 Np65:n	 puuttuminen	
aiheuttaa	kuuroutta	ja	estää	hermosolun	välittäjäaineiden	vapautumisen	IHC-soluista.	
Np65	 on	 tärkeä	 IHC-solujen	 synapsien	 muodostumiselle	 ja	 toiminnalle,	 mikä	 on	
edellytys	äänen	vastaanottamiselle	nisäkkäissä.	(Carrott	ja	muut	2016.)	Np55	ilmentyy	






täysin	 selvitetty,	 mutta	 se	 on	 yhdistetty	 joihinkin	 sairauksiin	 ja	 häiriöihin	
(katsausartikkelissa	 Beesley	 ja	 muut	 2014).	 Neuroplastiinin	 on	 esimerkiksi	 havaittu	
olevan	 riskitekijä	 skitsofreniassa	 (Saito	 ja	 muut	 2007).	 Sillä	 saattaa	 olla	 myös	
merkittävä	tehtävä	masennuksessa	(katsausartikkelissa	Beesley	ja	muut	2014).	Lisäksi	
Np65	 KO	 -hiirissä	 neuronien	 selviytyminen	 aivoissa	 on	 heikentynyt.	 Aivoinfarktissa	
Np65	KO	-hiirissä	oli	vakavampia	neurologisia	häiriöitä,	laajempia	kudoskuolioalueita	ja	
enemmän	 apoptoottisia	 soluja	 kuin	 villityypin	 hiirissä.	 Np65	 KO	 -hiiret	 vaikuttavat	




Embigiini	 (lyhenne	 EMB	 (ihminen)	 tai	 Emb	 (hiiri),	 aiemmin	GP-70	 tai	 GP70)	 on	 IgSF-
perheeseen	kuuluva	solukalvon	glykoproteiini.	Embigiini	 löydettiin	 jo	30	vuotta	sitten	
hiiren	 teratokarsinoomasoluista	 (Ozawa	 ja	 muut	 1988),	 mutta	 sen	 tehtävä	 on	 vielä	
huonosti	tunnettu.	Sen	ajatellaan	osallistuvan	varhaiseen	alkionkehitykseen,	koska	sitä	
ilmentyy	 voimakkaasti	 alkionkehityksen	 alkuvaiheessa	 ja	 tämän	 jälkeen	 sen	
ilmentyminen	 vähentyy	 (Huang	 ja	 muut	 1990;	 Fan	 ja	 muut	 1998).	 Se	 toimii	
avustajaproteiinina	 MCT2:lle	 (Wilson	 ja	 muut	 2005)	 ja	 se	 saattaa	 voimistaa	
integriinivälitteistä	soluadheesiota	 (Huang	 ja	muut	1993).	Embigiini	 saattaa	siis	 liittyä	




Embigiinistä	esiintyy	homologeja	eri	 lajeissa	 ihmisestä	banaanikärpäseen,	 joten	se	on	
hyvin	konservoitunut	evoluution	aikana	(Guenette	ja	muut	1997).	Kuvassa	4	on	esitetty	
ihmisen	 embigiinin	 rakenne.	 Embigiinin	 solun	 ulkopuolinen	 N-terminaalinen	 osa	
koostuu	 kahdesta	 runsaasti	 glykosyloidusta	 V-tyypin	 Ig-l-domeenista,	 siinä	 on	
yksinkertainen	 solukalvon	 läpäisevä	 domeeni	 ja	 siinä	 on	 lyhyt	 sytosolinen	 häntä	
(Guenette	ja	muut	1997).	 Ihmisen	ja	hiiren	embigiinin	aminohapposekvenssit	ovat	65	
%	 samankaltaisia.	 Ihmisen	 embigiinillä	 on	 yhdeksän	 potentiaalista	 N-
glykosylaatiokohtaa	 (UniProt:	 Q6PCB8)	 ja	 hiiren	 embigiinillä	 niitä	 on	 kaksitoista	
(UniProt:	 P21995).	 Kuten	 basigiinilla	 ja	 neuroplastiinilla,	 embigiinin	 glykosylaatiotaso	
vaihtelee	ja	tämän	myötä	myös	sen	koko	vaihtelee	paljon	(Ozawa	ja	muut	1988).	Ilman	
glykosylaatiota	 sekä	 ihmisen	että	hiiren	embigiinin	 ydinproteiini	on	kooltaan	37	kDa.	
Glykosyloidun	muodon	koon	on	havaittu	vaihtelevan	välillä	62-90	kDa	(Ozawa	ja	muut	
1988).	 Lisäksi	 embigiinillä	 on	 toinen	 silmukointivariantti,	 josta	 embigiinin	 N-






Kuva	 4.	 Ihmisen	 embigiinin	 rakenne.	 Embigiinin	 N-terminaalinen	 solun	 ulkopuolinen	 osa	 (aa33-
260)	koostuu	kahdesta	voimakkaasti	 glykosyloidusta	V-tyypin	 Ig-l-domeenista	 (D1	 ja	D2),	 siinä	on	
yksinkertainen	 solukalvon	 läpäisevä	 osa	 (aa261-281)	 ja	 lyhyt	 sytosolinen	 häntä	 (aa282-237).	
Embigiinin	 ydinproteiinin	 koko	 on	 37	 kDa	 ja	 glykosylaation	 takia	 sen	 todellinen	 koko	 vaihtelee	




Embigiinin	 havaittiin	 aluksi	 ilmentyvän	 voimakkaasti	 lähetti-RNA-tasolla	 (engl.	
messenger	RNA,	mRNA)	embryonaalisissa	karsinoomasoluissa,	ja	sen	ajateltiin	liittyvän	




Embigiinin	 on	 havaittu	 ilmentyvän	 mRNA-tasolla	 hiiren	 alkioissa	 päivinä	 E5-6	
kohtuullisesti	 ja	 voimakkaasti	 päivinä	 E7-9.	 Se	 ilmentyi	 voimakkaasti	 endodermissä	
aikaisessa	postimplantaatiovaiheessa	ja	somiittien	muodostumisvaiheessa	suolistossa,	
aivoissa	 ja	viskeraalisessa	endodermissä,	kun	taas	ektodermissä	 ja	mesodermissä	sitä	
ilmentyi	 vain	 heikosti	 tai	 kohtalaisesti.	 Päivinä	 E10-15	 embigiiniä	 ei	 havaittu,	 ja	 se	
ilmentyi	 vain	 heikosti	 aikuisen	 hiiren	 elimissä.	 	 Embigiiniä	 ilmentyy	 siis	 voimakkaasti	




Aikuisten	 rottien	 ja	 hiirien	 kudoksissa	 embigiini	 ilmentyi	 heikosti	 mRNA-tasolla.	
Aivoissa,	 munasarjoissa,	 kiveksissä	 ja	 raskaana	 olevan	 hiiren	 kohdussa	 sitä	 ilmentyi	
hieman	 enemmän	 kuin	 muissa	 tutkituissa	 kudoksissa.	 On	 siis	 mahdollista,	 että	
embigiini	osallistuu	alkion	implantaatioon.	(Huang	ja	muut	1990.)	Lisäksi	embigiinin	on	
havaittu	 ilmentyvän	 aikuisessa	 rotassa	 myös	 munuaisissa,	 heikommin	 sydämessä,	
maksassa	ja	keuhkoissa	sekä	hyvin	heikosti	rakkularauhasissa	(Guenette	ja	muut	1997).	
	
Embigiinin	 ilmentyminen	 on	 liitetty	 hiiren	 alkiokehityksen	 aikana	 glykoproteiini	
Dolichos	 biflorus	 -agglutiniiniin,	 jota	 ilmentyy	 alkionkehityksen	 aikana	 endodermissä	
(Muramatsu	 ja	 muut	 1981;	 Noguchi	 ja	 muut	 1982;	 Fan	 ja	 muut	 1998).	 Embigiini	
ilmentyy	 munuaisten	 kehityksen	 alkuvaiheessa.	 Se	 saattaa	 säädellä	 solu-ECM-
vuorovaikutuksia	 munuaisten	 kehityksen	 aikana	 ja	 saattaa	 olla	 Dolichos	 biflorus	 -
sitoutuva	 proteiini	 munuaisissa.	 (Stuart	 ja	 muut	 2003.)	 Eturauhasen	 kehityksessä	
embigiinin	 kasvanut	 ilmentyminen	 on	 puolestaan	 liitetty	 eturauhasen	 hyvin	
järjestäytyneiden	 rakenteiden	 ilmenemiseen	 (Guenette	 ja	 muut	 1997).	 Embigiini	
ilmentyy	myös	hermo-lihasliitoksissa	kehittyvissä	lihaksissa.	Se	saattaa	edistää	NCAM-
riippuvaista	 hermo-lihasadheesiota	 ja	 liittyä	 hermo-lihasliitoksen	muodostumiseen	 ja	
muovautuvuuteen.	 (Lain	 ja	 muut	 2009.)	 Embigiinin	 ilmentyminen	 saattaa	 siis	 liittyä	




Embigiinin	 solun	 ulkopuolinen	 domeeni	 sitoutuu	 luultavasti	 joihinkin	 soluväliaineen	
proteiineihin	 ja	 muihin	 soluadheesiomolekyyleihin	 (Guenette	 ja	 muut	 1997).	














rotan	 punasoluissa	 (Poole	 ja	 Halestrap	 1997).	 CAIV-proteiinin	 on	 havaittu	 lisäävän	
merkittävästi	 MCT2:n	 kuljetusaktiivisuutta,	 kun	 MCT2	 ilmentyi	 sitä	 avustavan	
embigiinin	 kanssa	 (Klier	 ja	 muut	 2011).	 CAIV	 kuuluu	 nisäkkäiden	
hiilihappoanhydraaseihin,	jotka	katalysoivat	hiilidioksidin	hydraatiota	hiilihapon	kautta	
vety-	ja	bikarbonaatti-ioneiksi	(katsausartikkelissa	Supuran	ja	Scozzafava	2007).	CAIV:tä	
ilmentyy	 neuronien	 ja	 astrosyyttien	 pinnalla,	 jossa	 se	 katalysoi	 aivojen	 solujen	
ulkopuolisen	nesteen	puskurointia	ja	edistää	laktaatin	kuljettamista	(Svichar	ja	Chesler	
2003;	Svichar	 ja	muut	2006).	CAIV	 ja	MCT2	eivät	välttämättä	ole	vuorovaikutuksessa	





solun	 ja	 soluväliaineen	 välisiä	 vuorovaikutuksia	 (Huang	 ja	 muut	 1993).	 Se	 siis	
luultavasti	 on	 vuorovaikutuksessa	 joidenkin	 solun	 adheesiomolekyylien	 ja	
soluväliaineen	molekyylien	kanssa	(Guenette	ja	muut	1997).	Embigiinin	ilmentyminen	
saattaa	liittyä	myös	solujen	erilaistumistasoon.	Kun	voimakkaasti	embigiiniä	ilmentäviä	
LNCaP-	 ja	 MDA-MB-231-soluja	 kasvatettiin	 Matrigel-matriksilla,	 niiden	 embigiini-
ilmentyminen	 aleni.	 Samalla	 solujen	 jakaantuminen	 väheni	 ja	 ne	 olivat	 selkeämmin	
erilaistuneita.	 Kun	 embigiiniä	 on	 paljon	 soluissa,	 ne	 saattavat	 siis	 olla	 vähemmän	
erilaistuneita	 ja	 jakaantua	 enemmän	 ja	 kun	 embigiiniä	 on	 vähemmän	 soluissa,	 ne	
saattavat	olla	erilaistuneempia	ja	jakaantua	vähemmän.	Embigiini	saattaa	siis	säädellä	







Embigiinin	 on	 havaittu	 ilmentyvän	 luuytimen	 solujen	 esiasteissa.	 Sitä	 ilmentyi	 paljon	
myeloidisissa	soluissa	ja	tymosyyteissä,	 ja	sen	ilmentyminen	oli	keskitasolla	T-soluissa	
ja	NK-soluissa.	B-soluissa	 sitä	 ilmentyi	vain	vähän	 tai	ei	ollenkaan.	Embigiini	 ilmentyy	
siis	laajasti	hematopoieesissa.	(Pridans	ja	muut	2008.)	
	
Transkriptiofaktori	Pax5	on	 tärkeä	 tekijä	B-solujen	muodostumiselle	hiirissä,	 joissa	se	
estää	 linjalle	 sopimattomien	 geenien	 ilmentymistä	 ja	 aktivoi	 B-solujen	 geenien	
ilmentymistä.	 Embigiiniä	 ei	 ilmentynyt	 tavallisissa	 pro-B-soluissa,	 mutta	 Pax5-
hiljennetyissä	 pro-B-soluissa	 puolestaan	 sitä	 ilmentyi	 voimakkaasti.	 Emb	 on	 siis	
potentiaalinen	 Pax5:n	 estämä	 geeni	 myöhäisen	 B-solujen	 erilaistumisen	 aikana.	
(Pridans	 ja	 muut	 2008.)	 Embigiinin	 ilmentyminen	 kuitenkin	 lisääntyy	 tavallisten	 B-
solujen	lopullisen	erilaistumisen	aikana	niiden	aktivoituessa	ja	sen	ilmentyminen	säilyy	
plasmasoluissa.	 Samalla	 Pax5:n	 toiminta	 estyy.	 (Kallies	 ja	 muut	 2007.)	 Embigiinin	





Kantasolujen	 toimintaa	 säätelee	 kantasoluja	 hoitavien	 ”niche”-solujen	 erittämät	
liukoiset	 tekijät.	 Nämä	 solut	 muodostavat	 kantasolujen	 heterogeenisen	
mikroympäristön.	 (Xie	 ja	 Spradling	 2000.)	 Etsittäessä	 uusia	 hematopoieettisten	
kanta/esisolujen	 (engl.	 hematopoietic	 stem/progenitor	 cell,	 HSPC)	 säätelijöitä	
luuytimessä	 embigiinin	 havaittiin	 ilmentyvän	 HSPC-soluja	 lähellä	 olevissa	 luulinjan	
soluissa.	 Sen	 havaittiin	 säätelevän	 HSPC-solujen	 lokalisaatiota	 ja	 lisäävän	 niiden	







Basigiini,	 neuroplastiini	 ja	 embigiini	 ovat	 keskenään	 hyvin	 konservoituneita,	 koska	
niiden	 aminohapposekvenssit	 ovat	 37-46	 %	 samankaltaisia	 (Hanna	 ja	 muut	 2003).	
Niiden	 rakenteissa	on	kuitenkin	merkittäviä	 rakenteellisia	eroja.	Niiden	 Ig-l-domeenit	
ovat	 erityyppisiä,	mikä	 voi	 vaikuttaa	 niiden	 toimintaan	oleellisesti.	 Lisäksi	 basigiini	 ja	
neuroplastiini	 esiintyvät	 kolmen	 Ig-l-domeenin	 isomeerinä	 ja	 embigiini	 puolestaan	 ei	
(Langnaese	 ja	 muut	 1997;	 Ochrietor	 ja	 muut	 2003).	 Basigiinilla	 ja	 neuroplastiinilla	
esiintyy	 homofiilistä	 interaktiota,	 mutta	 embigiinillä	 homofiilistä	 sitoutumista	 ei	 ole	
tutkittu	 (Hanna	 ja	 muut	 2003;	 Smalla	 ja	 muut	 2000).	 Ei	 myöskään	 tiedetä,	
muodostavatko	 perheen	 jäsenet	 heterodimeerejä	 keskenään	 (katsausartikkelissa	
Beesley	ja	muut	2014).	
	
Basigiiniperheen	 jäsenten	 rakenteellisen	 erilaisuuden	 takia	 proteiineilla	 on	 tiettyjä	
toisistaan	 eroavia	 tehtäviä,	 mutta	 niillä	 on	 myös	 joitakin	 toiminnallisia	
päällekkäisyyksiä,	 joista	 tiedetään	 vielä	 vähän.	 Ne	 saattavat	 myös	 kompensoida	
toistensa	toimintaa	ensisijaisen	proteiinin	puuttuessa.	Esimerkiksi	embigiiniä	ilmentyy	
voimakkaasti	alkionkehityksessä	 ja	heikosti	aikuisessa,	 joten	basigiini	 ja	neuroplastiini	




Kaikki	 bagiiniperheen	 jäsenet	 toimivat	 avustavina	 proteiineina	 MCT-proteiineille.	
Basigiini	 toimii	 avustavana	 proteiinina	 MCT1:lle,	 -3:lle	 ja	 -4:lle	 (Kirk	 ja	 muut	 2000).	
Neuroplastiini	 puolestaan	 avustaa	 MCT2:ta	 ainakin	 joissakin	 neuronipopulaatioissa	








Basigiini	 voi	 MCT1:n,	 -3:n	 ja	 -4:n	 avustamisen	 lisäksi	 avustaa	 myös	 MCT2:ta	
poikkeustilanteissa,	 kun	 embigiiniä	 ei	 ole	 soluissa	 (Ovens	 ja	 muut	 2010).	 Lisäksi	
basigiinin	ilmentymisen	on	myös	havaittu	kasvavan	neuroplastiinihiljennettyjen	hiirien	
etuaivoissa,	 jolloin	 se	 saattaa	 heikommasta	 sitoutumisesta	 huolimatta	 toimia	
avustavana	 proteiinina	 MCT2:lle	 ja	 korvata	 joitakin	 neuroplastiinin	 tehtäviä.	
(katsausartikkelissa	 Beesley	 ja	 muut	 2014;	 Montag,	 D.,	 Kaehne,	 T.	 ja	 Smalla,	 K.-H.,	
julkaisematon	 tulos.)	 Lisäksi	 basigiini	 saattaa	 avustaa	 MCT2:ta	 myös	
spermatogeneesissä	(Mannowetz	ja	muut	2012).	
	
Embigiini	 voi	 olla	 vuorovaikutuksessa	 myös	 MCT1:n	 kanssa	 joissakin	 tietyissä	
kudoksissa,	 kuten	 rotan	 punasoluissa	 (Poole	 ja	 Halestrap	 1997).	 MCT1	 sitoutuu	
kuitenkin	 basigiiniin	 voimakkaammin,	 joten	 basigiini	 avustaa	 sitä	 pääasiassa.	 Lisäksi	
aikuisissa	 jyrsijöissä	 embigiiniä	 ilmentyy	 vähemmän	 kuin	 basigiinia,	 mikä	 tukee	 tätä	
väitettä.	(Ovens	ja	muut	2010.)	
	
Embigiiniä	 ilmentyy	 voimakkaasti	 vain	 alkionkehityksen	 alkuvaiheessa	 ja	 sen	
vuorovaikutusta	MCT2:n	kanssa	alkionkehityksessä	ei	ole	tutkittu.	Embigiiniä	ilmentyy	
jonkin	 verran	 aikuisen	 aivoissa	 ja	 joissakin	 neuroneissa,	 mutta	 sen	 tarkkaa	
lokalisaatiota	aivoissa	ei	ole	tutkittu.	Aikuisen	hiiren	aivoissa	ilmentyvät	Np55	ja	Np65	
puolestaan	vaikuttavat	olevan	pääasialliset	MCT2:ta	avustavat	proteiinit	ainakin	osassa	




negatiivisesti	 varautunut	 glutamaatti	 (Glu218,	 E218),	mikä	 epätyypillistä	 yhden	 kerran	








sukusolujen	 erilaistumiseen	 kiveksissä,	 koska	 basigiini	 KO	 -hiirissä	 spermatogeneesi	
estyy	ensimmäisen	meioosin	aikana	 (Igakura	 ja	muut	1998.)	Aiemmin	embigiinistä	ei	
ole	 ollut	 saatavilla	 KO	 -hiiriä,	 joten	 siksi	 sen	 toiminnasta	 aikuisissa	 hiirissä	 ei	 tiedetä	
vielä	paljoa,	kuten	tehtävästä	lisääntymiselimissä	(Mannowetz	ja	muut	2012).	
	
Basigiinin	 on	havaittu	 ilmentyvän	 spermatideissä	 ja	 siittiöiden	hännissä	 ja	 embigiinin	
siittiöiden	 hännissä	 ja	 lisäkiveksen	 runko-	 ja	 häntäosassa.	 Myös	 MCT1	 ja	 MCT2	
ilmentyivät	siittiöiden	häntäosissa,	 joten	kaikki	nämä	proteiinit	saattavat	olla	 tärkeitä	
lisäkiveksessä	sperman	kypsymisen	ja	elinkelpoisuuden	kannalta,	ja	ne	voivat	osallistua	
spermatogeneesin	säätelyyn.	 (Mannowetz	 ja	muut	2012.)	Kypsissä	siittiöissä	MCT1	 ja	
MCT2	kolokalisoitui	vain	basigiinin	kanssa	mutta	ei	embigiinin	kanssa.	Basigiini	on	siis	




Basigiini	 on	 usein	 yli-ilmentyneenä	 tuumorisoluissa	 (katsausartikkelissa	 Muramatsu	
2016).	 Sitä	 ilmentyy	 erityisesti	 pahanlaatuisissa	 syövissä,	 kuten	 rinta-,	 munasarja-,	
virtsarakko-	 ja	 keuhkosyövissä,	 glioomissa,	 melanoomissa	 sekä	 lymfoomissa	
(katsausartikkelissa	 Yan	 ja	 muut	 2005).	 Basigiinia	 ilmentyy	 myös	 monissa	 syövän	
mikrometastaaseissa	 (Klein	 ja	muut	2002;	Reimers	 ja	muut	2004).	 Sen	 ilmentyminen	
saattaa	 olla	 merkki	 syövän	 pahanlaatuisuudesta.	 Esimerkiksi	 embigiiniä	 ei	 juuri	
havaittu	 eturauhassyövässä,	 kun	 taas	 basigiinin	 havaittiin	 olevan	 markkeri	
eturauhassyövän	 pahanlaatuisuudelle	 (Pértega-Gomes	 ja	 muut	 2011).	 Basigiini	
luultavasti	indusoi	soluissa	monia	pahanlaatuisiin	syöpiin	liittyviä	ominaisuuksia,	kuten	
invasiivisuutta,	 angiogeneesiä	 ja	 ankkuroitumisesta	 riippumatonta	 kasvua.	 Siihen	





Basigiinilla	 ja	 embigiinillä	 voi	 olla	 rakenteessaan	 β1,6-haaroittuneita	 N-glykaaneja,	
joihin	 galektiini-3-proteiini	 voi	 sitoutua	 (Krishnan	 ja	 muut	 2005).	 Galektiini-3:lla	 on	
tärkeä	 tehtävä	 esimerkiksi	 haavan	 paranemisprosessissa	 sekä	 syövän	 invaasiossa	 ja	
metastaasissa	(Cao	ja	muut	2002;	katsausartikkelissa	Takenaka	ja	muut	2002).	Basigiini	
ja	 embigiini	 voivat	 siis	 olla	 vuorovaikutuksessa	 galektiini-3-proteiinin	 kanssa,	 joten	




Embigiinin	 vaikutusta	 eri	 sairauksiin	 ei	 ole	 juuri	 tutkittu,	 mutta	 se	 saattaa	 liittyä	
tuumorigeneesiin	 (Guenette	 ja	 muut	 1997).	 Embigiini	 ilmentyy	 eri	 kehitysasteisissa	
embryonaalisissa	 karsinoomasoluissa,	 joten	 se	 saattaa	 liittyä	 syövän	 kehittymiseen	




Transkriptiotekijä	 HOXC8 säätelee	 embigiinin	 ilmentymistä	 hiiren	 embryonaalisissa	
fibroblasteissa	 (Lei	 ja	 muut	 2006),	 ja	 se	 kuuluu	 homeoboksi	 (HOX)	 -perheeseen	 ja	
osallistuu	 useisiin	 fysiologisiin	 ja	 patologisiin	 prosesseihin,	 kuten	 hiiren	
alkiokehitykseen	ja	ihmisen	tuumorigeneesiin	(Lei	ja	muut	2005).	HOXC8:lla	on	tärkeä	
tehtävä	 monien	 syöpien	 etenemisessä,	 esimerkiksi	 rintasyövässä	 (Li	 ja	 muut	 2010).	
HOXC8	 säätelee	 embigiinin	 ilmentymistä	 rintasyöpäsoluissa	 estämällä	 sen	
transkriptiota.	 Embigiinin	 hiljentäminen	 rintasyöpäsoluista	 ja	 normaaleista	
rintasoluista	 lisäsi	 solujen	 jakaantumista,	 ankkuroitumisesta	 riippumatonta	 kasvua	 ja	
migraatiota.	Lisäksi	embigiinillä	saattaa	olla	rintasyövän	etenemistä	estävä	vaikutus,	ja	









Embigiini	 ilmentyy	 myös	 haimasyöpäsoluissa	 ja	 sen	 hiljentämisen	 havaittiin	
vähentävän	 solujen	 jakaantumista,	migraatiota,	 invaasiota,	 haavan	 paranemista	 sekä	
MMP2:n	 ja	 MMP9:n	 ilmentymistä.	 Hiljennys	 myös	 lisäsi	 solujen	 sisäisen	 L-laktaatin	
konsentraatiota	 ja	 vähensi	MCT2:n	määrää	 solukalvolla.	 Embigiini	 saattaa	 olla	 osana	
transformoiva	 kasvutekijä	b	 -signaalikaskadia	 haimasyöpäsoluissa	 ja	 se	 saattaa	myös	




potentiaalinen	 biomarkkeri	 rintasyövälle.	 Osassa	 rintasyöpiä	 on	 havaittu	 FGFR1:n	
määrän	 on	 lisääntyneen.	 (katsausartikkelissa	 Fearon	 ja	 muut	 2013.)	 On	 siis	
mahdollista,	 että	 FGFR:n	 aktivoitumisella	 Np55:n	 kautta	 on	 tehtävä	 joissakin	




Monilla	 IgSF-perheen	 proteiineilla	 on	 tärkeä	 tehtävä	 solun	 eri	 toiminnoissa,	 kuten	
soluadheesiossa,	 solujen	 liikkumisessa	 ja	 signaalien	 välityksessä.	 Basigiiniperheen	
jäsenillä	 saattaa	 myös	 siis	 olla	 merkittävä	 tehtävä	 joissakin	 näistä	 tapahtumista.	
(Miyauchi	ja	muut	1991;	Huang	ja	muut	1993.)		
	
Basigiinin	 on	 havaittu	 sitoutuvan	 integriineihin	 (Berditchevski	 ja	 muut	 1997).	 Se	
saattaa	 siis	 säädellä	 integriini-laminiini-vuorovaikutusta	 ja	 siten	 sillä	 voi	 olla	 tärkeä	
tehtävä	 solu-ECM-vuorovaikutuksissa	 (katsausartikkelissa	 Iacono	 ja	 muut	 2007).	
Neuroplastiinit	 puolestaan	 saattavat	 olla	 merkittäviä	 solu-ECM-vuorovaikutusta	
edistäviä	 soluadheesiomolekyylejä	 neuroneissa	 (Owczarek	 ja	muut	 2011).	 Embigiinin	
välittämä	soluadheesio	saattaa	liittyä	integriineihin,	ja	se	mahdollisesti	avustaa	näiden	
toimintaa	 solu-ECM-vuorovaikutuksissa	 (Huang	 ja	 muut	 1993).	 Lisäksi	 monet	 IgSF-
















solun	 ja	 soluväliaineen	 välisiä	 vuorovaikutuksia	 (Huang	 ja	 muut	 1993),	 joten	 se	 on	
luultavasti	 vuorovaikutuksessa	 joidenkin	 solun	 adheesiomolekyylien	 ja	 soluväliaineen	
molekyylien	 kanssa	 (Guenette	 ja	 muut	 1997).	 Aiemmin	 tutkimusryhmässämme	
ihmisen	 embigiinin	 N-terminaalisen	 solun	 ulkopuolisen	 osan	 on	 havaittu	 sitoutuvan	
soluväliaineproteiineista	erityisesti	fibronektiiniin.	Embigiini	voisi	mahdollisesti	avustaa	
fibronektiini-molekyylien	 oikenemista	 ja	 siten	 edistää	 fibronektiinisäkeiden	
muodostumista.	
	
Tutkimuksen	 tavoitteena	 oli	 selvittää	 embigiinin	 toimintaa	 proteiinitasolla	
fibronektiinireseptorina	tutkimalla	sen	sitoutumismekanismia	fibronektiiniin	tekemällä	
rekombinantisti	 tuotetun	embigiinin	 rakenteeseen	mahdollisesti	 sitoutumisen	estäviä	
mutaatioita.	 Solutasolla	 tavoitteena	 oli	 tutkia	 embigiinin	 tehtävää	 soluadheesiossa	






Ihmisen	 embigiinin	 solun	 ulkopuolisesta	 osasta	 oli	 tehty	 malli	 (kuva	 5,	 rakenteen	
laatinut	 yhteistyöprojektissa	 Tiina	 Salminen,	 Åbo	 Akademi)	 ja	 tilattu	 Eurofins	
Genomicsilta	Escherichia	coliin	optimoitujen	villityypin	 (engl.	wild	 type,	WT)	 ja	viiden	
erilaisen	 mutantin	 plasmidikonstruktit.	 Mutanteissa	 (Mut1-5)	 tietyt	 aminohapot	 oli	
muutettu	 alaniiniksi	 embigiinin	 rakenteessa	 (taulukko	 1).	 Plasmidikonstruktien	 EMB-
geenit	oli	siirretty	pGex-2T-tuottovektoriin,	joka	lisäsi	EMB-geenin	perään	Glutationi-S-
transferaasi-proteiinin	 (engl.	glutathione	S-transferase,	GST)	geenin,	BamHI-	 ja	EcoRI-
restriktiokohtien	 avulla.	 Siirron	 onnistuminen	 tarkistettiin	 sekvensoimalla	 (Eurofins	
Genomics).	
	





litran	 LB-medium-kasvatuksissa,	 joihin	 oli	 lisätty	 100	 µg/ml	 ampisilliinia	 ja	 joihin	
siirrettiin	 10	 ml	 esikasvatusta.	 Tätä	 kasvatettiin	 +37	 °C:ssa	 200	 rpm	 ravistelussa,	
kunnes	OD600	oli	noin	0,6-0,8.	Proteiinin	tuotto	indusoitiin	lisäämällä	kasvatukseen	0,1	






























































kuusi	 kertaa	 15	 s	 jaksoissa	 jäähauteessa	 30	 s	 tauoilla	 pienemmällä	 tai	 isommalla	
sonikointikärjellä.	 Tämän	 jälkeen	 liuokseen	 lisättiin	 2	 %	 (V/V)	 Triton	 X-100	 (MP	
Biomedicals)	 ja	 sitä	 inkuboitiin	 30	min	 pyörityksessä	 +4	 °C:ssa.	 Solujätteistä	 päästiin	
eroon	sentrifugoimalla	35	000	x	g	10	min	+4	°C	ja	supernatantin	joukkoon	lisättiin	2	ml	
50	%	(V/V)	glutationisefaroosia	PBS:ssä	(Macherey-Nagel).	Näytettä	inkuboitiin	30	min	
pyörityksessä	 +4	 °C:ssa.	 Matriksi	 sentrifugoitiin	 500	 x	 g	 10	 min	 +4	 °C,	 suurin	 osa	
nesteestä	 kaadettiin	 pois	 ja	 matriksi	 siirrettiin	 10	 ml	 pylvääseen,	 jossa	 sitä	 pestiin	
yhteensä	 30	 ml	 PBS:llä.	 Proteiini	 eluoitiin	 matriksista	 4	 ml:lla	 30	 mM	 pelkistyneellä	
glutationilla	 (Acros	 Organics),	 jonka	 ensin	 annettiin	 vaikuttaa	 pylväässä	 10	 min	 RT.	
Eluutiosta	 kerättiin	 0,5	 ml:n	 fraktioita	 ja	 näiden	 näytteiden	 proteiinipitoisuudet	
arvioitiin	lisäämällä	niitä	1:1000	Bradford-reagenssiin	(Bio-Rad	Protein	Assay),	 joka	oli	
laimennettu	 1:5	 PBS:llä	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan.	 	 Eniten	 proteiinia	 sisältävät	
fraktiot	yhdistettiin	ja	dialysoitiin	dialyysikasetin	(Slide-A-lyzer	Dialysis	Casette,	10	000	
MWCO,	 Thermo	 Scientific)	 avulla	 yön	 yli	 PBS:ssä	 +4	 °C:ssa.	 Dialysoitujen	 näytteiden	




Proteiinien	 puhtaus	 ja	 laatu	 tarkistettiin	 ajamalla	 osasta	 puhdistetuista	 EMB-GST-
proteiineista	 näytteet	 PhastSystem-laitteella	 natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesigeelille	 (engl.	 sodium	 dodecyl	 sulphate	
polyacrylamide	gel	electrophoresis,	SDS-PAGE)	 (GE	Healthcare).	Geeli	ajettiin	 laitteen	









europium-välitteisellä	 immunosorbenttimäärityksellä	 (engl.	 europium-linked	
immunosorbent	assay,	 EuLISA).	 Kutakin	 EMB-GST-proteiinia	 tuotettiin	 ja	 testattiin	
useita	 eriä	 ja	 parhaiten	 toimivista	 eristä	 tehtiin	 sitoutumiskäyrät.	 GST-proteiinia	
käytettiin	 sitoutumisen	 kontrollina.	 Delfia	 Microtitration	 (high	 binding)	 -levyn	
(PerkinElmer)	kuopat	päällystettiin	5,5	µg/cm2	fibronektiinilla	(Fibronectin	from	human	
plasma,	F1056,	Sigma-Aldrich)	 ja	kontrollikuopat	BSA:lla	(Diluent	II	BSA	3,75	%	(m/V),	










aktivoitiin	 lisäämällä	 100	 µl	 Delfia	 Enhancement	 -liuosta	 (PerkinElmer)	 ja	 europium-




















fibronektiinin	 sitoutumista	 0,05	 mg/ml	 pitoisuudessa	 HEPES-puskuroidussa	
suolaliuoksessa	 (10	 mM	 HEPES	 pH	 7.4,	 150	 mM	 NaCl,	 3.4	 mM	





Tutkimuksissa	 käytettiin	 neljää	 eri	 ihmisen	 solulinjaa:	MG-63-	 (tilattu	 American	 Type	
Culture	 Collectionilta,	 ATCC),	 LNCaP-	 (saatu	 Daniel	 Abankwan	 ryhmältä),	 DU145-	
(ATCC)	 ja	HeLa-soluja.	MG-63-	 ja	HeLa-soluja	 kasvatettiin	DMEM-mediumissa	 (Lonza)	
ja	 LNCaP-	 ja	 DU145-soluja	 RPMI-mediumissa	 (Lonza),	 joihin	 oli	 lisätty	 10	 %	 (V/V)	
naudan	 sikiön	 seerumi	 (engl.	 fetal	 calf	 serum,	 FCS,	 PromoCell),	 2	 µM	 L-glutamiini	
(Lonza),	100	U/ml	penisilliini	ja	0,1	mg/ml	streptomysiini	(Sigma-Aldrich),	37	°C:ssa	ja	5	
%	 CO2-pitoisuudessa.	 Solujen	 pesemiseen	 käytettiin	 PBS:ää	 (Lonza)	 ja	 irrotukseen	













Embigiini	 yritettiin	 hiljentää	 MG-63-soluista	 CRISPR/Cas9-tekniikalla.	 Kolme	 erilaista	
embigiini	 CRISPR/Cas9	 KO	 -plasmidia	 (sc-408321,	 Santa	 Cruz	 Biotechnology)	 sekä	
embigiini	 HDR	 -plasmidi	 (sc-408321-HDR,	 Santa	 Cruz	 Biotechnology)	 transfektoitiin	
edellisenä	 päivänä	 6-kuoppalevylle	 jaettuihin	 soluihin	HilyMax-transfektioreagenssilla	
(Dojindo	Molecular	 Technologies)	 valmistajien	ohjeiden	mukaan.	 Testattiin	 seuraavia	
DNA	 (µg):	 HilyMax	 (µl)	 -suhteita:	 1:3,	 1:5	 ja	 1:7.	 Plasmidi-DNA:ta	 käytettiin	 1	
µg/kuoppa	ja	kontrollisoluille	laitettiin	pelkkä	HilyMax-reagenssi.	 	Medium	vaihdettiin	
seerumilliseen	(10	%	FCS)	DMEMiin	4	h	inkuboinnin	jälkeen.	Inkubointia	jatkettiin	72	h	
ja	 transfektion	 onnistuminen	 tarkistettiin	 soluista	 embigiini	 CRISPR/Cas9	 KO	 -
plasmidien	sisältämän	vihreän	fluoresoivan	proteiinin	(engl.	green	fluorescent	protein,	
GFP)	ja	embigiini	HDR	-plasmidin	sisältämän	punaisen	fluoresoivan	proteiinin	(engl.	red	
fluorescent	 protein,	 RFP)	 avulla	 Evos-konfokaalimikroskoopilla	 (ThermoFisher	
Scientific).	MG-63	WT	 -soluille	optimaalista	puromysiinipitoisuutta	 testattiin	 välillä	1-
10	 µg/ml,	 ja	 hiljennetyille	 soluille	 aloitettiin	 2	 µg/ml	 puromysiini-antibioottiselektio.	




KO	 heterozygote,	 EMB+/-).	 Hiljennys	 tehtiin	 kuten	 aiemmin,	 paitsi	 tällä	 kertaa	
hiljennettävät	solut	olivat	10	cm:n	maljalla,	DNA	(µg):	HilyMax	(µl)	-suhteena	käytettiin	
edellisellä	 yrityksellä	 tehokkaimmaksi	 havaittua	 1:7-suhdetta	 ja	 plasmidi-DNA:ta	
käytettiin	 6	 µg.	 Solut	 lajiteltiin	 virtaussytometrillä	 fluoresenssi-aktivoidulla	
solulajittelulla	 (engl.	 fluorescence-activated	 cell	 sorting,	 FACS)	 GFP-	 ja	 RFP-leimojen	







Embigiinitasoja	 tarkasteltiin	 hiljennetyissä	 MG-63-soluissa	 kvantitatiivisella	 PCR:llä	




KO	 -soluista	 TRIsure-reagenssilla	 (Bioline)	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan.	 TRIsurea	
käytettiin	 0,5	 ml/kuoppa.	 RNA-pitoisuudet	 mitattiin	 NanoDrop-spektrofotometrillä	
(ThermoFisher	 Scientific).	 RNA:lle	 ei	 tehty	 DNAasi-käsittelyä.	 RNA:sta	 valmistettiin	
komplementaarista	 DNA:ta	 (engl.	 complementary	 DNA,	 cDNA)	 SensiFAST	 cDNA	
Synthesis	 -kitillä	 (Bioline)	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan	 ja	 RNA:ta	 käytettiin	 1	 µg.	
TaqMan-reaktioseokset	 tehtiin	 ABI	 TaqMan	 Universal	 Master	 Mix	 II	 -liuokseen	
(ThermoFisher	 Scientific).	 Ihmisen	 embigiinialukkeista	 ja	 -koettimesta	 käytettiin	
valmista	 liuosta	 (TAQMAN	 GENE	 EX	 ASSAYS	 MTO,	 Hs00904660_m1	 FAM-MGB,	
ThermoFisher	 Scientific).	 	 Ihmisen	 β-aktiini-	 ja	 glyseraldehydi-3-fosfaatti-
dehydrogenaasi	(engl.	glyceraldehyde	3-phosphate	dehydrogenase,	GAPDH)	-alukkeita	
käytettiin	3	µM	ja	-koetinta	2	µM	pitoisuuksissa	(Biotekniikan	keskus,	Turun	yliopisto,	
sekvenssit	 esitetty	 taulukossa	 2).	 TaqMan-reaktioseoksia	 (EMB,	 β-aktiini	 tai	 GAPDH)	
lisättiin	8	µl/kuoppa	ja	cDNA:ta	käytettiin	laimentamattomana	2	µl/reaktio.	Näytteistä	
tehtiin	 kaksi	 rinnakkaista	 näytettä,	 ne	 ajettiin	 TaqMan-ajopalvelussa	 (Biotekniikan	
keskus,	 Turun	 yliopisto)	 ja	 tulokset	 analysoitiin	 QuantStudio-ohjelmalla	 (Applied	


















WB-analyysia	 varten	 6-kuoppalevyillä	 kasvatetut	 MG-63	 WT-	 ja	 EMB	 KO	 -solut	
hajotettiin	100	µl:aan	lyysispuskuria	(1%	(V/V)	Triton	X-100,	10	mM	Tris-HCl	pH	7,4,	1	
mM	EDTA,	 10	 µg/ml	 aprotiniini,	 10	 µg/ml	 leupeptiini,	 2	mM	 fenyylimetyylisulfonyyli	
fluoridi	 (phenylmethylsulfonyl	 fluoride,	 PMSF),	 1	 mM	 Na3VO4,	 10	 mM	 NaF,	 10	 mM	
Na4P2O7)	ja	näytteiden	proteiinipitoisuudet	mitattiin	Bradfordin	menetelmällä	(Bio-Rad	
Protein	 Assay)	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan.	 Geelinäytteet	 valmistettiin	 SDS-
näytepuskuriiin	 (1,7	%	 (m/V)	 SDS,	 5	%	 (V/V)	 glyseroli,	 0,05	M	Tris-HCl	 pH	6.8,	 1,6	%	
(m/V)	ditiotreitoli	(engl.	dithiothreitol,	DTT),	0,002	%	bromofenolinen	sininen)	ja	niitä	
kuumennettiin	98	°C:ssa	5	min.	Proteiinit	eroteltiin	toisistaan	ajamalla	30	µg	näytteitä	
10	 %	 SDS-PAGE-geelille	 (alageelin	 akryyliamidipitoisuus	 10	 %	 (V/V)	 ja	 ylägeelin	 4	 %	
(V/V))	 ja	 siirrostettiin	 PVDF-membraanille	 (EMD	 Millipore)	 o/n	 40	 V	 4	 °C.	
Kokomarkkerina	 käytettiin	 BlueStar	 Prestained	 Protein	 Markeria	 (Nippon	 Genetics).	
Membraanin	 sitoutumattomat	 kohdat	 päällystettiin	 blokkausliuoksessa	 (5	 %	 (m/V)	
maitojauhe	 ja	 1	 %	 (m/V)	 BSA	 Tween-20:tä	 sisältävässä	 tris-puskuroidussa	
suolaliuoksessa	 (engl.	 tris-buffered	 saline	 +	 Tween	 20,	 TBST:	 150	mM	NaCl,	 10	mM	
Tris-HCl	 pH	 7,5,	 0,05	 %	 (V/V)	 Tween	 20))	 30	 min	 RT	 ja	 siitä	 määritettiin	 ihmisen	
embigiini	 (1:1000	 anti-embigin	 homolog	 rabbit	 mAb,	 ab179801,	 Abcam)	 ja	 β-aktiini	
(1:1000	Actin	antibody	I-19	sc-1616,	goat	pAb,	Santa	Cruz	Biotechnology)	TBST:ssä	1	h	
RT	 pyörityksessä.	 Membraani	 pestiin	 4	 kertaa	 5	 min	 TBST:ssä	 ja	 inkuboitiin	
sekundäärivasta-aineissa	 (1:15	 000	 IRDye	 800CW	 Donkey	 anti-Rabbit	 IgG	 (H	 +	 L)	 ja	
680RD	 Donkey	 anti-Goat	 IgG	 (H	 +	 L),	 LI-COR	 Biosciences)	 TBST:ssä	 1	 h	 RT	 valolta	
















5	min	RT	 ja	 lasit	huuhdeltiin	PBS:llä.	Soluista	värjättiin	 ihmisen	embigiini	 (1:100	Anti-
Embigin	homolog	antibody	ab127692,	Abcam)	 ja	 fibronektiini	 (1:100	Anti-Fibronectin	
antibody	IST-9	ab6328,	Abcam)	3	%	(m/V)	BSA-PBS:ssä	1	h	RT.	Näytteet	pestiin	kolme	
kertaa,	 lisättiin	 sekundäärivasta-aineet	 (1:200	Alexa	Fluor	488	goat	anti-rabbit	 ja	555	
goat	anti-mouse,	Invitrogen)	sekä	DAPI	(1:1000,	Sigma-Aldrich)	3	%	(m/V)	BSA-PBS:ssä	
ja	inkuboitiin	45	min	RT	valolta	suojattuna.	Näytteet	pestiin	kolmesti	PBS:llä,	siirrettiin	





MG-63	 WT-	 ja	 EMB	 KO	 -solujen	 (EMB+/-	 1	 ja	 EMB+/-	 32)	 kykyä	 sitoutua	 ja	 levitä	
fibronektiinille	verrattiin.	 Lisäksi	kokeessa	oli	mukana	hiljentymättömät	solut	 (EMB+/+	
20).	 Sitoutumisen	 kontrolleina	 käytettiin	 BSA:ta	 ja	 pelkkää	muovia.	 Kultapäällystetyn	
96-kuoppalevyn	 (E-Plate	 96,	 ACEA	 Biosciences)	 kuopista	 osa	 päällystettiin	 3	 µg/cm2	
fibronektiinilla	(Fibronectin	from	bovine	plasma,	Sigma-Aldrich)	yli	yön	4	°C:ssa.	Tämän	
jälkeen	kuoppien	sitoutumattomat	kohdat	päällystettiin	1	%	(m/V)	BSA-PBS-liuoksella	
1	 h	 RT	 (pelkkää	muovia	 ei	 päällystetty).	 Ennen	mittauksen	 aloittamista	 xCELLigence	
RTCA	 -laite	 (ACEA	 Biosciences)	 kalibroitiin	 lisäämällä	 kuoppiin	 50	 µl	 seerumillista	
DMEM-mediumia.	Solut	irrotettiin	10	mM	EDTA:lla,	ne	laskettiin	ja	niitä	laitettiin	5	000	











Polymeraasiketjureaktion	 (engl.	 polymerase	 chain	 reaction,	 PCR)	 avulla	 tarkistettiin,	
onko	MG-63	EMB	KO	-soluista	onnistuttu	hiljentämään	EMB-geeni.	Soluista	eristettiin	
genominen	 DNA	 (gDNA)	 NucleoSpin	 Tissue	 -kitillä	 (Macherey-Nagel)	 valmistajan	
ohjeen	 mukaan.	 DNA-konsentraatiot	 mitattiin	 NanoDrop	 1000	 -spektrofotometrillä.	
PCR-alukkeet	 (taulukko	 3)	 suunniteltiin	 siten,	 että	 ne	 sitoutuivat	 EMB-geenissä	
CRISPR/Cas9-hiljennyksessä	 leikkaantuneen	 alueen	 ympärille	 ja	 että	 ne	 tunnistivat	
























up-kitillä	 (Macherey-Nagel)	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan.	 DNA:t	 lähetettiin	





Tarkistettiin,	 onko	 CRISPR/Cas9-käsitellyissä	 MG-63-soluissa	 enää	 HDR-plasmidia	 tai	
sen	 sisältämää	 RFP:tä,	 koska	 HDR-plasmidia	 ei	 havaittu	 PCR-geelillä	 hiljennyksen	
onnistumisen	 tarkistuksessa.	 Viiden	 eri	 EMB+/--solujen	 (1,	 4,	 5,	 32	 ja	 36)	 RPF-tasoja	
tarkasteltiin	 virtaussytometrillä,	 ja	 WT-soluja	 käytettiin	 kontrollina.	 6-kuoppalevylle	
jaetut	solut	irrotettiin	ja	pestiin	PBS:ssä	(fuugaus	250	x	g	4	min	RT).	Solut	blokattiin	1	%	
(V/V)	FCS-PBS:ssä	30	min	jäillä,	pestiin	kahdesti	kylmässä	PBS:ssä	(fuugaukset	250	x	g	4	
min	 +	 4	 °C)	 ja	 suspensoitiin	 PBS:ään.	 Solut	 ajettiin	 FACSCalibur-laitteella	 (BD	
Biosciences),	 RFP-signaaleista	 tehtiin	 kuvaaja	 Flowing	 Software-ohjelmalla	 ja	 käyrien	
geometriset	 keskiarvot	 määritettiin.	 Lisäksi	 Evos-konfokaalimikroskoopilla	
(ThermoFisher	 Scientific)	 tarkistettiin	 solujen	 RFP-tasot	 ja	 solujen	







tasolla	 DU145-eturauhassyöpäsoluista	 pGIPZ-plasmideihin	 pakattujen	
lentiviruspartikkeleiden	avulla	(VGH5526-EG133418	GIPZ	Lentiviral	shRNA	Viral	Particle	
Starter	 Kit,	 GE	 Dharmacon),	 jotka	 sisälsivät	 jonkin	 seuraavista	 kolmesta	 embigiinin	
molempiin	 silmukointimuotoihin	 kohdentuvasta	 lyhyestä	 hiuspinni-RNA:sta	 (engl.	
short	 hairpin	 RNA,	 shRNA):	 V2LHS_27304,	 V2LHS_27305	 tai	 V3LHS_401557.	 Lisäksi	
kontrolleina	käytettiin	ei-kohdentuvaa	kontrolli-shRNA:ta	 (engl.	non-targeting	control	
shRNA)	 (RHS4348)	 ja	 GAPDH:hon	 kohdentuvaa	 kontrolli-shRNA:ta	 (engl.	 GAPDH	
targeting	 control	 shRNA)	 (RHS4372).	 DU145-solut	 jaettiin	 edellisenä	 päivänä	 T25-
pulloihin	 siten,	 että	 niiden	 konfluenssit	 olivat	 noin	 50	 %	 hiljennyksen	 alkaessa.	
Hiljennys	 tehtiin	 valmistajan	 ohjeen	 mukaan.	 Viruspartikkeleista	 käytettiin	 1:25-




Transfektion	 onnistuminen	 tarkistettiin	 48	 tunnin	 jälkeen	 soluista	 pGIPZ-plasmidin	
sisältämän	GFP-signaalin	avulla	konfokaalimikroskoopilla.	Aloitettiin	soluille	0,5	µg/ml	
puromysiini-antibioottiselektio	 (pitoisuus	 tappoi	 100%	 DU145	 WT	 -soluista	 viidessä	
päivässä).	 Embigiinitasot	 tarkistettiin	 soluista	 TaqManissä,	 kuten	 aiemmin,	 ja	WB:ssa	
ab127692-vasta-aineella,	kuten	vasta-aineiden	testauksessa	(solut	hajotettiin	suoraan	
2X	 SDS-näytepuskurilla,	 vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST:ssä	 ja	 latauskontrollina	
käytettiin	β-aktiinia).	
	
Toisella	 lentivirushiljennysyrityksellä	 DU145-solut	 jaettiin	 edellisenä	 päivänä	 6-
kuoppalevylle	 ja	 kaikki	 kolme	 embigiini-shRNA:ta	 laitettiin	 samaan	 aikaan	 soluille.	
Viruspartikkeleista	 käytettiin	 yhteensä	 väkevämpää	 1:5-laimennosta	 (lopullinen	




Useita	 eri	 embigiinivasta-aineita	 (taulukko	 5)	 testattiin	 HeLa-soluilla	 ja	 muutamaa	
lupaavaa	vasta-ainetta	testattiin	MG-63-,	LNCaP-,	DU145-	ja	HeLa-solulinjoilla	WB:ssa.	
6-kuoppalevyillä	 kasvatetut	 solut	 hajotettiin	 suoraan	 100	µl:lla	 2x	 SDS-näytepuskuria	
(3,4	%	(m/V)	SDS,	10	%	(V/V)	glyseroli,	0,1	M	Tris-HCl	pH	6.8,	3,2	%	(m/V)	DTT,	0,004	%	
bromifenoli-sininen).	Näytteitä	 kuumennettiin	 98	 °C:ssa	 5	min	 ja	 ladattiin	 10	%	 SDS-




pestiin	 4	 kertaa	 5	 min	 TBST:ssä	 ja	 inkuboitiin	 primäärivasta-aineita	 vastaavissa	
sekundäärivasta-aineissa	 (LI-COR	 Biosciences)	 maito-TBST:ssä	 1	 h	 RT	 valolta	




















Vasta-aineiden	WB-juovien	 lukumäärää	 yritettiin	 vähentää	 käsittelemällä	HeLa-soluja	
proteiinien	N-glykosylaatiota	estävällä	tunikamysiinillä	(Sigma-Aldrich).	Tunikamysiiniä,	
joka	 oli	 liuotettu	 dimetyylisulfoksidiin	 (engl.	 dimethyl	 sulfoxide,	 DMSO),	 testattiin	
pitoisuuksissa	 0,1,	 0,25,	 0,5,	 0,75	 ja	 1	 µg/ml	 seerumillisessa	 DMEM-mediumissa	 ja	
pelkkää	 DMSO:ta	 käytettiin	 käsittelyn	 kontrollina.	 Käsittely	 aloitettiin	 samalla,	 kun	
solut	 jaettiin	6-kuoppalevylle	 ja	solut	hajotettiin	suoraan	2X	SDS-näytepuskurilla	72	h	
inkuboinnin	 jälkeen.	 WB	 tehtiin	 ab127692-vasta-aineella	 (Abcam),	 kuten	 aiemmin.	
Vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST-liuoksessa	 ja	 latauskontrollina	 käytettiin	 β-aktiinia.	
Embigiinijuovien	 (32	 &	 37	 kDa,	 50	 kDa	 sekä	 90	 kDa)	 intensiteetit	 mitattiin	 Image	






Embigiinin	 solun	ulkopuolista	osaa	 tuotettiin	GST-fuusioproteiineina	Escherichia	coli	 -
soluissa	 WT:nä	 ja	 viitenä	 erilaisena	 pistemutaatiosettinä.	 Mutaatioissa	 tietyt	
aminohapot	 oli	 muutettu	 alaniiniksi	 embigiinin	 solun	 ulkopuolisessa	 rakenteessa	
(taulukko	1	 ja	kuva	5).	EMB-GST:tä	 tuotettiin	E.	coli	BL21	 -soluissa	 ja	se	puhdistettiin	
solulysaatista	 GST-affiniteettikromatografialla.	 Tuotettujen	 EMB-GST-erien	 saanto	 ja	
toimivuudet	EuLISA-kokeissa	vaihtelivat	paljon	 ja	näitä	yritettiin	parantaa	käyttämällä	
proteiinituoton	 indusoivaa	 IPTG:tä	 normaalia	 vähemmän	 ja	 kokeilemalla	 proteaasi-
inhibiittoreita.	Tuotossa	kokeiltiin	myös	SHuffle	ja	Origami	E.	coli	-soluja.	Millään	näistä	
muutoksista	ei	kuitenkaan	ollut	vaikutusta	erien	määrään	tai	laatuun.	Tuotossa	saatiin	
enemmän	 embigiiniä,	 kun	 bakteerisolut	 hajotettiin	 tehokkaammin	 isommalla	
sonikointikärjellä,	mutta	 silti	 EMB-GST:t	 eivät	 aina	 olleet	 toimivassa	muodossa.	 SDS-






EMB-GST-proteiineista	 (EMB11-15)	 ajettiin	 SDS-PAGE-geelille.	 Kokokontrolleina	 käytettiin	 GST:tä	
(26	kDa)	ja	a2I-GST:tä	(50	kDa).	EMB	solun	ulkopuolisen	osan	koko	on	noin	26	kDa,	joten	EMB-GST	
koko	 on	 noin	 52	 kDa.	 EuLISA-kokeissa	 huonommin	 toimivissa	 EMB-GST-erissä	 (EMB11-13)	 oli	




WT:n	 ja	 mutatoitujen	 EMB-GST-proteiinien	 sitoutumista	 fibronektiiniin	 tutkittiin	
EuLISA-kokeissa.	 Kontrolleina	 käytettiin	 GST:tä	 ja	 BSA:ta.	 EMB-GST-eristä	 valittiin	
sitoutumiskokeisiin	parhaiten	toimivat	kustakin	mutantista	ja	villityypistä.	Näistä	eristä	




EMB-GST:n	 tarttuminen	 fibronektiiniin	 toistettiin	 ja	 sitoutumisvoimakkuus	 on	
parhaimmillaan	 noin	 240	 nM	 luokkaa	 (kuvan	 7	 EMB-GST	 WT15:llä	 Kd	 =	 239).	
Mutaatioseteillä	 (Kd:t	 välillä	 505-844)	 fibronektiinisitoutuminen	 vaikutti	 hieman	
alentuneen,	 mutta	 mikään	 niistä	 ei	 estänyt	 sitoutumista	 kokonaan.	 GST-	 ja	 BSA-





Embigiinin	 homofiilistä	 sitoutumista	 tutkittiin	 Biacore-laitteella.	 Biacore-lastun	 yksi	
kanava	 päällystettiin	 toimivalla	 EMB-GST:llä	 ja	 toinen	 kanava	 kontrolliksi	 GST:llä.	







sitoutumista.	 A.	 Villityypin	 (WT)	 ja	 mutatoitujen	 (Mut1,	 2,	 3,	 4	 ja	 5)	 EMB-GST-proteiinien	
sitoutumista	 fibronektiiniin	 (FN)	 ja	 tutkittiin	 EuLISA-kokeissa.	 Kontrolleina	 käytettiin	 GST:tä	 ja	
BSA:ta.	 EMB-GST:n	 tarttuminen	 fibronektiiniin	 toistettiin.	 Mutaatioseteillä	 fibronektiini-
sitoutuminen	oli	hieman	alentunut,	mutta	mikään	niistä	ei	estänyt	sitoutumista	kokonaan.	GST-	ja	
BSA-kontrollitasot	 olivat	 alhaisia.	 B.	 Testattiin	 kaikkien	 embigiinimutaatioiden	 yhteisvaikutusta	


















WT15	 Vmax	 302331	 32642	
	 Kd	 239	 60	
Mut1.4	 Vmax	 511589	 172898	
	 Kd	 594	 253	
Mut2.6	 Vmax	 448491	 17719	
	 Kd	 554	 24	
Mut3.2	 Vmax	 352870	 71300	
	 Kd	 505	 128	
Mut4.2	 Vmax	 419565	 51276	
	 Kd	 571	 75	
Mut5.3	 Vmax	 454579	 181888	
	 Kd	 844	 393	
WT14	 Vmax	 972622	 103793	
	 Kd	 931	 197	
Mut1-5.3	 Vmax	 959712	 651733	




Embigiini	 hiljennettiin	 CRISPR/Cas9-tekniikalla	 ihmisen	 MG-63-soluista.	 Embigiini	
CRISPR	 KO-	 ja	 embigiini	 HDR	 -plasmidit	 transfektoitiin	 soluihin,	 ja	 transfektion	
onnistuminen	 tarkistettiin	 embigiini	 CRISPR	 KO	 -plasmidien	 sisältämän	 GFP:n	 ja	
embigiini	 HDR	 -plasmidin	 sisältämän	 RFP:n	 avulla	 konfokaalimikroskoopilla	 (kuva	 8).	
Soluissa	 näkyi	 hieman	 enemmän	 RFP:tä	 kuin	 GFP:tä,	 ja	 noin	 5	 %	 soluista	 oli	
transfektoitunut	sekä	1:5	että	1:7	DNA	(µg):	HilyMax	(µl)	-suhteilla	käsitellyissä	soluissa	
(1:7-suhteella	 tehokkuus	 oli	 hieman	 parempi).	 MG-63	 WT	 -soluilla	 testattiin	
optimaalista	puromysiinipitoisuutta	välillä	1-10	µg/ml	ja	pitoisuudeksi	valittiin	2	µg/ml,	
koska	 se	 tappoi	 kaikki	 solut	 viidessä	 päivässä.	 Soluille	 tehtiin	 puromysiini-







Kuva	 8.	 Noin	 5	 %	 CRISPR/Cas9-käsitellyistä	 MG-63-soluista	 oli	 transfektoitunut.	 Transfektion	
onnistuminen	 tarkistettiin	 embigiini	 CRISPR	 KO	 -plasmidin	 sisältämän	 GFP:n	 ja	 embigiini	 HDR	 -
plasmidin	 sisältämän	 RFP:n	 avulla	 72	 h	 transfektion	 jälkeen	 konfokaalimikroskoopilla	 10X	
objektiivilla.	 Soluissa	 näkyi	 hieman	 enemmän	 RFP:tä	 kuin	 GFP:tä,	 ja	 noin	 5	 %	 soluista	 oli	
transfektoitunut.	
	
Embigiinihiljentyneet	 solut	 valikoitiin	 TaqMan-tulosten	 perusteella,	 jossa	 solujen	
embigiini-mRNA-tasoja	 verrattiin	 β-aktiiniin	 ja	 GAPDH:hon	 (kuva	 9).	 Testattiin	 44	
yksisolukloonia	 kasvunopeusjärjestyksessä,	 ja	 11	 solut	 (ympyröity	 kuvassa	 9)	 valittiin	
jatkoon	 EMB	 KO	 -soluina.	 Näissä	 soluissa	 embigiinitasot	 olivat	 lähellä	 nollaa	 sekä	 β-
aktiiniin	 (alle	 0,5	 %)	 että	 GAPDH:hon	 (alle	 0,001	 %)	 verrattuna.	 Aktiini-	 ja	 GAPDH-
tasoihin	vertaaminen	antoivat	samansuuntaisia	tuloksia	solujen	embigiinitasoista,	tosin	
joissakin	 soluissa	 niiden	 välillä	 oli	 jonkin	 verran	 eroa.	 Kuvan	 9D	 GAPDH-tasot	
poikkesivat	 muiden	 kokeiden	 GAPDH-tasoista,	 joten	 niitä	 ei	 voida	 pitää	 kovin	


















Kuva	 9.	 Embigiinihiljentyneet	 solut	 valikoitiin	 TaqMan-tulosten	 perusteella.	 WT	 ja	 EMB	 KO	
CRISPR/Cas9-käsiteltyjen	 MG-63-solujen	 embigiini-mRNA-tasoja	 verrattiin	 TaqManissä.	 Solujen	
embigiinitasot	 suhteutettiin	 β-aktiiniin	 ja	 GAPDH:hon.	 Renkaalla	 merkityt	 solut	 valittiin	 jatkoon	









MG-63	 WT	 ja	 EMB	 KO	 -solujen	 embigiini-ilmentymistä	 verrattiin	 proteiinitasolla	
WB:ssa	Abcamin	ab179801-vasta-aineella.	WB:ssa	näkyi	monta	juovaa,	jotka	saattavat	
johtua	embigiinin	eri	glykosylaatiomuodoista	(kuva	10).	WT-	ja	EMB	KO	-solujen	välillä	
ei	 näkynyt	 selkeää	 eroa	 juovien	 intensiteeteissä	 voimakkaimmissa	noin	 50	 ja	 65	 kDa	
kokoisissa	juovissa.	
	
IF-mikroskopiassa	 verrattiin	 MG-63	 WT-	 ja	 EMB	 KO	 -soluja	 (EMB+/-	 32)	 värjäämällä	




MG-63	 WT-	 ja	 EMB	 KO	 (EMB+/-	 1	 ja	 EMB+/-	 32)	 -solujen	 tarttumista	 ja	 leviämistä	
fibronektiinille	 mitattiin	 xCELLigence-laitteella	 seerumillisessa	 mediumissa	 (kuva	 12).	
Lisäksi	 kokeessa	 oli	 mukana	 hiljentymättömät	 EMB+/+	 20	 -solut	 ja	 sitoutumisen	
kontrollina	käytettiin	BSA:ta	ja	muovia.	Solujen	kyvyissä	sitoutua	fibronektiiniin	ei	juuri	
näkynyt	 eroa,	 sillä	 sitoutumista	 ja	 leviämistä	 kuvaavat	 CI-arvo	 (cell	 index)	 oli	WT-	 ja	
EMB+/-	 1	 -soluille	 noin	 1,7	 ja	 EMB+/-	 32-	 ja	 EMB+/+	 20	 -soluille	 noin	 1,3.	 Lisäksi	
sitoutumisen	 hajonta	 oli	 melko	 suurta.	 BSA-	 ja	 muovi-kontrollisitoutumisten	
signaalitasot	 olivat	 yllättävän	 korkeita,	 sillä	 CI-arvot	 BSA:lla	 olivat	 välillä	 1,3-2,5	 ja	









Kuva	 10.	 Embigiinihiljennettyjen	 solujen	 embigiinitasot	 eivät	 eronneet	 villityypistä	 WB:ssa.	
Solujen	embigiinitasoja	vertailtiin	WB:ssa	ab179801-vasta-aineella	(Abcam).	Solujen	hajottamiseen	
käytettiin	 lyysispuskuria,	 vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST:ssä	 ja	 latauskontrollina	 käytettiin	 β-




Kuva	 11.	 Embigiinihiljennettyjen	 solujen	 embigiinitasot	 eivät	 eronneet	 villityypistä	 IF-
mikroskopiassa.	 MG-63	 WT-	 ja	 EMB	 KO-solujen	 embigiinitasoja	 verrattiin	 IF-mikroskopiassa	






Kuva	 12.	 Embigiinihiljennettyjen	 solujen	 sitoutuminen	 fibronektiiniin	 ei	 poikennut	 villityypistä	
xCELLigence-kokeessa.	xCELLigence-mittauksissa	verrattiin	MG-63	WT-	ja	EMB	KO	-solujen	(EMB+/-	
1	 ja	 32)	 tarttumista	 ja	 leviämistä	 fibronektiinille.	 Kokeessa	 oli	 mukana	 myös	 hiljentymättömät	




CRISPR/Cas9-hiljentymisen	 onnistuminen	 tarkistettiin	 PCR:llä	 hiljennetyistä	 soluista	
(kuva	13).	Testattiin	embigiinialukkeiden	optimaalisinta	sitoutumislämpötilaa,	 joka	oli	
60	°C.	WT-soluissa	näkyi	706	emäsparin	(engl.	base	pair,	bp)	kokoinen	juova	ja	EMB+/--
soluissa	 näkyi	 myös	 hieman	 pienempi	 juova,	 jonka	 kokoa	 ei	 tiedetty.	 EMB	 KO	
homotsygoottisoluissa	 (engl.	 EMB	 KO	 homozygote,	 EMB-/-)	 olisi	 pitänyt	 näkyä	 vain	
pienempi	juova.	Hiljennetyistä	MG-63-soluista	seitsemän	(1,	4,	5,	24,	27,	32	ja	36)	oli	





Kuva	 13.	 Osa	 embigiinihiljennetyistä	 soluista	 oli	 EMB	 KO	 heterotsygootteja.	 MG-63-solujen	
embigiini-hiljentymisen	onnistuminen	 tarkistettiin	PCR:llä	 ja	PCR-tuotteet	ajettiin	agaroosigeelille.	
Samalla	 testattiin	 myös	 embigiinialukkeiden	 optimaalisinta	 sitoutumislämpötilaa,	 joka	 oli	 60	 °C.	




PCR-geelillä	 näkyvien	 juovien	 sekvenssit	 varmistettiin	 oikeiksi	 ja	 samalla	 selvitettiin,	
millainen	pala	CRISPR/Cas9-hiljennyksessä	lähtee	EMB-geenistä.	WT-	ja	EMB+/--solujen	
PCR-tuotteet	 ajettiin	 agaroosigeelille	 (kuva	14A),	 ja	 geeliltä	 eristettiin	WT-	 ja	 EMB+/--
solujen	ala	ja	-yläjuovien	DNA:t,	jotka	lähetettiin	sekvensoitaviksi.	EMB+/--alajuovan	ja	-
yläjuovan	 sekvenssit	 rinnastettiin	 WT:n	 sekvenssiin,	 jolloin	 EMB+/--alajuovan	






ja	 EMB+/--solujen	 PCR-tuotteet	 ajettiin	 agaroosigeelille,	 ja	 geeliltä	 eristettiin	 solujen	 ala	 ja	 -




PCR-tuloksista	 huomattiin,	 että	 noin	 6	 kbp:n	 kokoista	 HDR-plasmidia	 ei	 näkynyt	
embigiinihiljennetyissä	soluissa.	Osan	MG-63	EMB+/--solujen	(EMB	KO	1,	4,	5,	32	ja	36)	
ja	 hiljennettyjen	 sekapopulaatiosolujen	 (EMB	 KO	 1:5)	 RFP-signaalit	 tarkistettiin	
virtaussytometrillä	 (kuva	 15).	 Kontrollina	 käytettiin	 MG-63	 WT	 -soluja,	 joihin	 ei	 ole	
transfektoitu	 HDR-plasmidia.	 Missään	 näissä	 soluissa	 ei	 ollut	 RFP:tä	 fluoresenssi-





CRISPR/Cas9-hiljennystä	 yritettiin	 uudelleen	MG-63	 EMB+/-	 32	 -soluihin.	 Tällä	 kertaa	
solut	 yritettiin	 lajitella	 FACS:lla	GFP:n	 ja	RFP:n	perusteella.	 Leimat	näkyivät	 kuitenkin	
heikosti.	 Soluista	 kasvatettiin	 yksisolukloonit	 ja	 näistä	 soluista	 (1-8)	 tarkistettiin	
hiljentymisen	 onnistuminen	 PCR:llä,	 Tulosten	 perusteella	 mikään	 uudelleen	
hiljennetyistä	 soluista	 ei	 ollut	 EMB-/-	 (kuva	 16).	 WT-soluissa	 näkyi	 706	 bp	 kokoinen	





Kuva	 15.	 MG-63	 EMB+/--soluissa	 ei	 ollut	 RFP:tä.	 Virtaussytometrillä	 selvitettiin,	 näkyikö	 MG-63	
EMB+/--soluissa	 (EMB	KO	1,	4,	5,	32	 ja	36)	 tai	hiljennetyissä	 sekapopulaatiosoluissa	 (EMB	KO	1:5)	
HDR-plasmidin	 sisältämää	 RFP:tä.	 Kontrollina	 käytettiin	 MG-63	 WT	 -soluja,	 joissa	 ei	 ole	 HDR-
















Embigiini	 yritettiin	 hiljentää	 mRNA-tasolla	 lentivirustekniikalla.	 Eri	 solulinjojen	
embigiini-mRNA-tasoja	 verrattiin	 keskenään	 ja	 tämän	 perusteella	 hiljennykseen	
valittiin	keskitasolla	embigiiniä	ilmentävä	DU145-eturauhassyöpäsolulinja.	Kontrolleina	
käytettiin	 ei-kohdentuvaa	 kontrolli-shRNA:ta	 ja	 GAPDH:hon	 kohdentuvaa	 kontrolli-
shRNA:ta.	Transfektion	onnistuminen	tarkistettiin	48	tunnin	jälkeen	infektiosta	soluista	
pGIPZ-plasmidin	 sisältämän	 GFP-signaalin	 avulla	 konfokaalimikroskoopilla	 ja	




GAPDH-mRNA-tasoihin	 TaqManissä	 (kuva	 17A	 ja	 B).	 Embigiinihiljennettyjen	 solujen	
(EMB1,	 -2	 ja	 -3)	 ja	 ei-kohdentuvien	 kontrollisolujen	 (non-target)	 embigiinitasoissa	 ei	
havaittu	merkittäviä	eroja	solujen	GAPDH-tasoihin	verrattaessa	(kuva	17B),	kun	taas	β-
aktiinitasoihin	 verrattaessa	 embigiinihiljennetyissä	 soluissa	 embigiiniä	 vaikutti	
ilmentyvän	 vähemmän	 (17A).	 β-aktiini-	 ja	 GAPDH-tulokset	 poikkesivat	 toisistaan	 ja	
kuvan	 17C	 kynnyssykliarvoista	 (Ct)	 havaittiin	 β-aktiinitasojen	 (Ct-arvot	 20,9-24,4)	
vaihtelevan	GAPDH-tasoja	 (Ct-arvot	13,3-13,7)	enemmän.	Erityisesti	ei-kohdentuvissa	
kontrollisoluissa	 β-aktiinia	 oli	 muita	 soluja	 vähemmän	 (Ct-arvo	 24,4).	 Ct-arvojen	
perusteella	 embigiini	 ei	 ollut	 hiljentynyt	 EMB1,	 -2	 tai	 -3-soluista	 (Ct-arvot	 24,4-25,0)	
verrattuna	 ei-kohdentuviin	 kontrollisoluihin	 (Ct-arvo	 24,5).	 Lisäksi	 huomattiin,	 että	
villityypin	soluissa	on	muihin	soluihin	verrattuna	hyvin	vähän	embigiiniä	(Ct-arvo	27,9).	











Kuva	 17.	 TaqMan-	 ja	 WB-tulosten	 perusteella	 DU145-solut	 eivät	 olleet	 embigiinihiljentyneet	
lentivirushiljennyksessä.	 A.	 &	 B.	 Lentivirushiljennettyjen	 DU145-solujen	 embigiini-mRNA-
ilmentymistasot	 tarkistettiin	 TaqManissä	 ja	 ne	 suhteutettiin	 solujen	 β-aktiini-	 ja	 GAPDH-mRNA-
tasoihin.	Embigiinihiljennettyjen	solujen	(EMB1,	-2	 ja	 -3)	 ja	ei-kohdentuvien	kontrollisolujen	(non-
target)	 embigiinitasoissa	 ei	 havaittu	 merkittäviä	 eroja	 solujen	 GAPDH-tasoihin.	 β-aktiinitasoihin	
verrattaessa	 embigiinihiljennetyissä	 soluissa	 embigiiniä	 vaikutti	 ilmentyvän	 vähemmän.	 C.	
Kynnyssykliarvojen	 (Ct)	 perusteella	 solujen	 β-aktiinitasot	 vaihtelivat	 GAPDH-tasoja	 enemmän.	 Ei-
kohdentuvissa	 kontrollisoluissa	 β-aktiinia	 oli	 muita	 soluja	 vähemmän.	 Lisäksi	 embigiini	 ei	 ollut	
hiljentynyt	EMB1,	-2	tai	-3-soluista	verrattuna	ei-kohdentuviin	kontrollisoluihin.	Villityypin	soluissa	
on	 muihin	 soluihin	 verrattuna	 hyvin	 vähän	 embigiiniä.	 GAPDH-kontrollihiljennetyissä	 soluissa	 ei	
näkynyt	GAPDH-hiljentymistä.	D.	Solujen	embigiinitasot	tarkistettiin	myös	WB:ssa	ab127692-vasta-
aineella	(Abcam).	Solut	hajotettiin	suoraan	SDS-näytepuskurilla,	vasta-aineet	olivat	maito-TBST:ssä	








Toisella	 lentivirushiljennysyrityksellä	 viruspartikkeleita	 käytettiin	 enemmän	 ja	 kaikki	
kolme	 embigiini-shRNA:ta	 laitettiin	 samaan	 aikaan	 soluille.	 Tästä	 huolimatta	
transfektiotehokkuus	 oli	 edelleen	 alle	 10	 %.	 Solut	 kasvoivat	 huonosti,	 joten	
antibioottiselektiota	 ylläpitävää	 puromysiinipitoisuutta	 laskettiin	 0,25	 µg/ml	
pitoisuuteen,	mutta	tällä	ei	ollut	solujen	kasvua	parantavaa	vaikutusta.	
	
Hiljennettyjen	 solujen	 embigiini-ilmentymistasot	 tarkistettiin	 TaqManissä	 ja	 ne	
suhteutettiin	 solujen	 β-aktiini-	 ja	 GAPDH-tasoihin	 (kuva	 18A	 ja	 B).	 β-aktiinitasoihin	
verrattaessa	 (kuva	 18A)	 embigiinihiljennetyissä	 soluissa	 (EMB1-3)	 embigiiniä	 vaikutti	
ilmentyvän	 vähemmän	 kuin	 ei-kohdentuvissa	 kontrollisoluissa	 (non-target),	 kun	 taas	
GAPDH-tasoihin	verrattaessa	(kuva	18B)	vastaavaa	eroa	ei	näkynyt.	Kynnyssykli-	eli	Ct-
arvojen	perusteella	(kuva18C)	tässä	kokeessa	solujen	β-aktiinitasot	(Ct-arvot	26,4-31,6)	
vaihtelivat	 jälleen	 GAPDH-tasoja	 (Ct-arvot	 16,3-16,9)	 enemmän	 (poikkeuksena	 olivat	
villityypin	solut,	joissa	GAPDH:ta	oli	muita	soluja	vähemmän	(Ct-arvo	18,8)).	Ct-arvojen	
perusteella	 embigiinihiljennettyjen	 solujen	 (EMB1-3)	 embigiini-ilmentyminen	 (Ct-arvo	
29,4)	 ei	 juuri	 ollut	 vähentynyt	 verrattuna	 ei-kohdentuviin	 kontrollisoluihin	 (Ct-arvo	
31,5)	tai	villityypin	soluihin	(Ct-arvo	28,2).	Ct-arvoista	havaittiin	myös,	ettei	GAPDH	ei	
ollut	 hiljentynyt	 tälläkään	 kertaa	GAPDH-hiljennetyistä	 soluista	 (Ct-arvo	 16,7,	muissa	
soluissa	Ct-arvo	16,3-18,8).		
	
Solujen	 embigiinitasot	 tarkistettiin	myös	WB:ssa	 (kuva	18D)	 ab179801-	 ja	 ab127692-
vasta-aineilla	 (Abcam).	 ab179801-vasta-aineen	 noin	 70-80	 kDa	 kokoisen	 juovan	






Kuva	 18.	 TaqMan-	 ja	 WB-tuloksen	 perusteella	 DU145-solut	 eivät	 olleet	 embigiinihiljentyneet	
toisella	 lentivirushiljennysyrityksellä.	 A.	 &	 B.	 Lentivirushiljennettyjen	 DU145-solujen	 embigiini-
mRNA-ilmentymistasot	 tarkistettiin	 TaqManissä	 ja	 ne	 suhteutettiin	 solujen	 β-aktiini-	 ja	 GAPDH-
mRNA-tasoihin.	β-aktiinitasoihin	 verrattaessa	embigiinihiljennetyissä	 soluissa	 (EMB1-3)	embigiiniä	
vaikutti	 ilmentyvän	 vähemmän	 kuin	 ei-kohdentuvissa	 kontrollisoluissa	 (non-target)	 ja	 GAPDH-
tasoihin	 verrattaessa	 vastaavaa	eroa	 ei	 näkynyt.	C.	 Kynnyssykliarvojen	 (Ct)	 perusteella	 solujen	β-
aktiinitasot	vaihtelivat	GAPDH-tasoja	enemmän,	paitsi	villityypin	soluissa	GAPDH:ta	oli	muita	soluja	
vähemmän.	 EMB1-3-solujen	 embigiini-ilmentymistaso	 ei	 ollut	 ei-kohdentuvia	 kontrollisoluja	 tai	
villityypin	soluja	merkittävästi	pienempi.	GAPDH	ei	ollut	hiljentynyt	GAPDH-hiljennetyistä	soluista.	
D.	Solujen	embigiinitasot	tarkistettiin	WB:ssa	ab179801-	ja	ab127692-vasta-aineilla	(Abcam).	Solut	
hajotettiin	 suoraan	 SDS-näytepuskurilla,	 vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST:ssä	 ja	 latauskontrollina	
käytettiin	β-aktiinia.	ab179801-vasta-aineen	noin	70-80	kDa	kokoisen	juovan	perusteella	embigiini	








Kahdeksan	 eri	 embigiinivasta-ainetta	 (taulukko	 5)	 testattiin	 WB:ssa	 ihmisen	 HeLa-
soluilla,	joiden	pitäisi	sisältää	embigiiniä.	Solut	hajotettiin	suoraan	SDS-näytepuskurilla,	
jotta	 lysaatissa	 oli	 solukalvon	 proteiinit	 mukana.	 Vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST:ssä	
maito-BSA:n	 sijaan,	 jolloin	 vasta-aineiden	 blotit	 olivat	 selkeästi	 aiempaa	 siistimmän	
näköisiä	 ja	 niissä	 oli	 vähemmän	 epäspesifisiä	 juovia.	 Havaittiin,	 että	 juovien	 koko	
vaihtelee	eri	vasta-aineiden	välillä	paljon	(kuva	19).	Testatuista	ihmisen	vasta-aineista	
ab179801	 (Abcam),	 13946-1-AP	 (Proteintech),	 ja	 HPA017740	 (Sigma-Aldrich)	
tunnistivat	 voimakkaasti	 EMB-GST:n	 (koko	 noin	 52	 kDa),	 ja	 ab127692	 (Abcam),	




Kuva	 19.	 Embigiinivasta-aineet	 eroavat	 paljon	 toisistaan.	 Kahdeksan	 eri	 embigiinivasta-ainetta	
(eBioscience	 G7.43.1	 hiiren	 ja	 muut	 ihmisen)	 testattiin	 WB:ssa	 HeLa-soluilla.	 Positiivisena	




Kolmea	 embigiinivasta-ainetta	 (Abcam	 ab127692,	 LS	 Bioscience	 LS-C148454	 ja	
eBioscience	 G7.43.1)	 testattiin	 MG-63-,	 LNCaP-,	 DU145-	 ja	 HeLa-solulinjoilla	 maito-
TBST:ssä	(kuva	20).	Juovien	koon	ja	määrän	havaittiin	vaihtelevan	eri	solulinjojen	välillä	
ihmisen	 embigiinivasta-aineilla.	 Lisäksi	 huomattiin	 eri	 solulinjojen	 ilmentävän	 eri	
määriä	 embigiiniä.	 Hiiren	 G7.43.1	 vasta-aineella	 huomattiin,	 että	 MG-63-solut	
ilmentävät	selkeästi	muita	solulinjoja	vähemmän	embigiiniä	embigiinin	ydinproteiinin	




Kuva	 20.	 Embigiinijuovien	 koko	 ja	 embigiinin	 määrä	 vaihtelevat	 eri	 solulinjoissa.	 Kolmea	 eri	
embigiinivasta-ainetta	 (Abcam	 ab127692,	 LS	 Bioscience	 LS-C148454	 ja	 eBioscience	 G7.43.1)	
testattiin	 WB:ssa	 MG-63-,	 LNCaP-,	 DU145-	 ja	 HeLa-solulinjoilla.	 Solut	 hajotettiin	 suoraan	 SDS-
näytepuskurilla,	 vasta-aineet	 olivat	 maito-TBST:ssä	 ja	 latauskontrollina	 käytettiin	 β-aktiinia.	
Embigiinijuovien	 koko	 vaihtelee	 eri	 solulinjojen	 välillä	 ihmisen	 embigiinivasta-aineilla	 ja	 eri	
solulinjat	ilmentävät	eri	määriä	embigiiniä.	
	
Embigiinin	N-glykosylaatiota	 yritettiin	 estää	 tunikamysiinillä	 HeLa-soluissa,	 ja	 solujen	
embigiinijuovia	tarkasteltiin	WB:ssa	ab127692-vasta-aineella	(kuva	21A).	Korkeimmilla	
pitoisuuksilla	tunikamysiini	tappoi	suurimman	osan	soluista	ja	siksi	WB-geelillä	ei	ollut	
tasaista	 latausta.	 Tunikamysiinikäsittelyllä	 ei	 kuitenkaan	 ollut	 selkeää	 vaikutusta	







Kuva	 21.	 Tunikamysiinikäsittelyllä	 ei	 ollut	 vaikutusta	 embigiinijuovien	 kokoon.	 A.	 Embigiinin	
glykosylaatiota	yritettiin	estää	tunikamysiinillä	HeLa-soluissa	pitoisuuksissa	0,1,	0,25,	0,5,	0,75	ja	1	
µg/ml	 (pelkkä	 DMSO	 kontrollina).	 Käsiteltyjen	 solujen	 embigiinijuovien	 kokoja	 tarkasteltiin	
ab127692	vasta-aineella.	 Solut	hajotettiin	 suoraan	SDS-näytepuskurilla,	 vasta-aineet	olivat	maito-
TBST:ssä	 ja	 latauskontrollina	 käytettiin	 β-aktiinia.	 Korkeimmilla	 pitoisuuksilla	 tunikamysiini	 tappoi	
suuren	osan	soluista	ja	siksi	lataus	ei	ole	geelillä	tasainen.	B.	Embigiinijuovien	(32	&	37	kDa,	50	kDa	







solun	 ja	 solun	ulkopuolisen	matriksin	 välisiä	 vuorovaikutuksia	 (Huang	 ja	muut	1993).	
Aiemmin	 tutkimusryhmässämme	 ihmisen	 embigiinin	 N-terminaalisen	 solun	
ulkopuolisen	 osan	 on	 havaittu	 sitoutuvan	 soluväliaineproteiineista	 erityisesti	
fibronektiiniin,	mutta	muuta	 sen	 toiminnasta	 ei	 juuri	 tiedetty,	 joten	 lähtötilanteessa	
embigiinin	 tutkimus	oli	 vielä	hyvin	alkuvaiheessa.	Proteiinitasolla	 tutkittiin	embigiinin	
toimintaa	 fibronektiinireseptorina	 tavoitteena	 selvittää	 sen	 sitoutumismekanismi	






Embigiinin	 solun	ulkopuolista	osaa	 tuotettiin	GST-fuusioproteiineina	Escherichia	coli	 -
soluissa	 villityyppinä	 ja	 viitenä	 erilaisena	 pistemutaatiosettinä.	 Embigiinistä	 tutkittiin	
solun	 ulkopuolista	 osaa	 liukoisena,	 koska	 membraaniproteiineja	 on	 hankalampaa	
tuottaa	 ja	 tutkia	kokonaisina.	Mutaatioissa	 tietyt	aminohapot	oli	muutettu	alaniiniksi	
embigiinin	 solun	 ulkopuolisessa	 rakenteessa,	 ja	 näiden	mutatoitujen	 aminohappojen	
ajateltiin	 olevan	 tärkeitä	 embigiinille	 fibronektiinisitoutumisessa.	 Suurin	 osa	
mutaatioista	sijaitsi	embigiinin	solukalvoa	lähempänä	olevassa	domeenissa	(D2),	koska	













EMB-GST:tä	 tuotettiin	 E.	 coli	 BL21	 -soluissa	 ja	 se	 puhdistettiin	 solulysaatista	 GST-
leimaan	 perustuvalla	 affiniteettikromatografialla.	 EMB-GST:n	 tuotossa	 oli	 ongelmia,	
koska	tuotettujen	EMB-erien	saanto	ja	toimivuudet	EuLISA-kokeissa	vaihtelivat	paljon.	
Näitä	 yritettiin	 parantaa	 käyttämällä	 proteiinin	 tuoton	 indusoinnissa	 vähemmän	
IPTG:tä	 ja	 kokeilemalla	 proteaasi-inhibiittoreita,	 jotka	 estävät	 proteiineja	 hajottavien	
entsyymien	 toimintaa.	 Näillä	 ei	 kuitenkaan	 ollut	 vaikutusta	 erien	 saantoihin	 tai	
toimivuuteen.	 EMB-GST:n	 toimimattomuus	 saattaa	 johtua	 Ig-domeeneja	 koossa	
pitävien	 rikkisiltojen	 laskostumisongelmasta.	Tuotossa	kokeiltiin	SHuffle	 ja	Origami	E.	
coli	-solukantoja,	 joilla	on	kyky	edistää	proteiinien	rikkisiltojen	muodostumista,	mutta	
tämäkään	 ei	 parantanut	 EMB-GST-erien	 toimivuutta.	 Tuotossa	 saatiin	 enemmän	
embigiiniä,	 kun	 bakteerisolut	 hajotettiin	 tehokkaammin	 isommalla	 sonikointikärjellä,	
mutta	 tästä	huolimatta	EMB-GST:t	eivät	aina	olleet	 toimivassa	muodossa.	SDS-PAGE-
geelin	 perusteella	 toimimattomat	 EMB-GST:t	 ovat	 saattaneet	 hajota	 embigiiniksi	 ja	




WT:n	 ja	 mutatoitujen	 EMB-GST-proteiinien	 sitoutumista	 fibronektiiniin	 tutkittiin	
EuLISA-kokeissa.	 Kokeissa	 fibronektiini	 laitettiin	 kuopan	 pohjalle	 ja	 EMB-GST:n	
sitoutuminen	 siihen	 havaittiin	 europium-leimatulla	 GST-vasta-aineella	 mittaamalla	
europium-leiman	aikaerotteisia	fluoresenssiarvoja.	Kokeessa	sitoutumisen	kontrolleina	
käytettiin	 GST:tä	 ja	 BSA:ta,	 joiden	 tasot	 pysyivät	 alhaisina.	 Suurten	 erävaihteluiden	
takia	 varsinaisiin	 sitoutumiskokeisiin	 EMB-GST-eristä	 valittiin	 parhaiten	 toimivat	 erät	
kustakin	 mutantista	 ja	 villityypistä	 aiempien	 EuLISA-testisitoutumiskokeiden	
perusteella.	 Näistä	 EMB-GST-eristä	 tehtiin	 sitoutumiskäyrät	 ja	 sitoutumisten	
voimakkuudet	määritettiin.	
	
Sitoutumisen	 voimakkuutta	 kuvataan	 usein	 dissosiaatiovakion	 (Kd)	 arvolla.	 Mitä	
pienempi	 arvo	 on,	 sitä	 suurempi	 on	 ligandin	 sitoutumisen	 voimakkuus	 sitoutumisen	
kohteeseen.	 Sitoutumiskäyrät	 sovitettiin	 Hillin	 yhtälöön	 ja	 Hillin	 vakio	 oletettiin	
yhdeksi,	 jolloin	 yhtälö	 noudattaa	 Michaelis-Mentenin	 kinetiikkaa,	 jolloin	 voidaan	
olettaa,	että	dissosiaatiovakio	Kd	vastaa	Michaelis-vakiota	Km.	
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Ihmisen	 embigiinin	 tarttuminen	 fibronektiiniin	 pystyttiin	 luotettavasti	 toistamaan,	 ja	
sitoutumisvoimakkuus	 oli	 heikkoa	 (Kd	 parhaimmillaan	 240	 nM	 luokkaa),	 mikä	 on	
tyypillistä	 monille	 membraaniproteiinien	 välisille	 vuorovaikutuksille	 (Hanna	 ja	 muut	
2003).	 Kuitenkaan	 minkään	 fibronektiinisitoutumisessa	 tärkeäksi	 ajatellun	 kohdan	
mutatoiminen	 embigiinin	 rakenteessa	 ei	 estänyt	 sitoutumista,	 mutta	
fibronektiinisitoutuminen	 oli	 kuitenkin	 hieman	 alentunut.	 Tuloksille	 ei	 kuitenkaan	
tehty	tilastollista	analysointia,	koska	erot	sitoutumisissa	olivat	melko	pieniä.	
	
Mikään	 yksittäinen	 mutaatiosetti	 ei	 estänyt	 fibronektiiniin	 sitoutumista,	 joten	
kokeiltiin	 myös	 kaikkia	 mutaatioita	 samassa	 proteiinissa.	 Haluttiin	 siis	 testata,	
osallistuuko	 useampi	 kohta	 embigiinin	 rakenteessa	 fibronektiinisitoutumiseen.	
Tämäkään	 muutos	 ei	 estänyt	 sitoutumista	 fibronektiiniin.	 Mutatoidut	 aminohapot	
eivät	 siis	 luultavasti	ole	 fibronektiinisitoutumiselle	 tärkeitä	embigiinin	 rakenteessa,	 ja	
sitoutumismekanismin	 on	 oltava	 erilainen	 kuin	 ollaan	 ajateltu.	 Tulokset	 auttavat	
kuitenkin	 sitoutumisen	 mallintamista	 tulevaisuudessa.	 On	 myös	 muistettava,	 että	
mallitettu	 embigiinin	 rakenne	 on	 vasta	 malli,	 joten	 rakenne	 ja	 sen	 toiminta	 voivat	
poiketa	jonkin	verran	siitä,	mitä	tähän	mennessä	on	ajateltu.		
	
Embigiini	 saattaa	 avustaa	 myös	 integriinejä	 (Huang	 ja	 muut	 1993)	 ja	 se	 voisi	 olla	



















Ihmisen	 embigiinillä	 on	 yhdeksän	 potentiaalista	 N-glykosylaatiokohtaa	 (UniProt:	
Q6PCB8).	 Embigiinin	 glykosylaatiotaso	 vaihtelee	 paljon	 ja	 tämän	 myötä	 myös	 sen	
vaihtelee	 (Ozawa	 ja	 muut	 1988).	 Ilman	 glykosylaatiota	 embigiinin	 ydinproteiini	 on	
kooltaan	37	kDa	(UniProt:	Q6PCB8)	ja	lyhyemmän	silmukointivariantin	ydinproteiini	on	
32	kDa	 (UniProt:	Q6PCB8-2).	E.	 colissa	 tuotetussa	embigiinissä	ei	ole	glykosylaatiota.	
Glykosylaation	 vaikutusta	 tai	 eri	 glykosylaatiomuotojen	 merkitystä	 embigiinin	
toimintaan	 ei	 tiedetä	 proteiini-	 tai	 solutasolla.	 Solukalvon	 hiilihydraateilla	 voi	 olla	
merkittävä	 tehtävä	 solun	 tunnistustapahtumissa,	 ja	 ne	 säätelevät	 selviytymistä,	
migraatiota,	 adheesiota,	 kasvua	 ja	 erilaistumista	 useissa	 eri	 soluissa	
(katsausartikkelissa	 Muramatsu	 2000).	 Glykosylaatiolla	 voi	 olla	 aktiivisuutta	 joko	
stimuloiva	 tai	 inhiboiva	 vaikutus	 (Goettig	 2016).	 Glykosylaatio	 on	 basigiinin	 ja	
neuroplastiinin	 toiminnalle	 välttämätöntä	 (Guo	 ja	 muut	 1997;	 Langnaese	 ja	 muut	





ja	 embigiini	 puolestaan	 vain	 kahden	 Ig-domeenin	muotoisena	 (kuva	3).	 Basigiinilla	 ja	
neuroplastiinilla	 on	 havaittu	 homofiilistä	 interaktiota	 etenkin,	 kun	 rakenne	 koostuu	
kolmesta	Ig-domeenista	(Hanna	ja	muut	2003;	Smalla	 ja	muut	2000).	Haluttiin	tutkia,	
esiintyykö	myös	embigiinillä	tämän	kaltaista	vuorovaikutusta,	vaikka	se	ei	esiinnykään	
kolmen	 Ig-domeenin	 muotoisena.	 Biacore-menetelmä	 perustuu	 pintaplasmoni-
resonanssiin,	 ja	sen	avulla	pystytään	seuraamaan	proteiini-proteiini-vuorovaikutuksen	
sitoutumisvoimakkuutta	 ja	 -nopeutta	 (Myszka	 ja	 muut	 1998).	 Biacore-lastun	 yksi	
kanava	 päällystettiin	 EuLISA-kokeissa	 toimivaksi	 todetulla	 EMB-GST:llä	 ja	 toinen	
kanava	 kontrolliksi	 GST:llä.	 Embigiini-embigiini-sitoutumista	 ei	 havaittu,	 joten	
embigiinillä	 ei	 välttämättä	 esiinny	 homofiilistä	 interaktiota.	 Toisaalta	 myöskään	
fibronektiini-embigiini-sitoutumista	 ei	 havaittu,	 joten	 on	 mahdollista,	 ettei	 embigiini	







Embigiini	 yritettiin	 hiljentää	 ihmisen	 MG-63-osteosarkoomasoluista	 CRISPR/Cas9-
tekniikalla.	Kolme	erilaista	embigiini	CRISPR	KO-plasmidia	sekä	embigiini	HDR	-plasmidi	
transfektoitiin	soluihin,	jolloin	embigiini	CRISPR	KO	-plasmidit	leikkasivat	EMB-geenistä	
tietystä	 kohdasta	 palan	 pois	 ja	 embigiini	 HDR	 -plasmidi	 korjasi	 syntyneen	 DNA:n	
kaksoisjuosteen	 katkeamisen	 homologiaan	 perustuvalla	 korjauksella	 (engl.	 homology	
directed	 repair,	 HDR).	 CRISPR	 KO	 -plasmidien	 sisältämien	 GFP:n	 ja	 HDR-plasmidin	
sisältämän	 RFP:n	 avulla	 transfektion	 onnistuminen	 pystyttiin	 tarkistamaan	




hiljennetyt	 solut	 pystyttiin	 rikastamaan.	 Optimaaliseksi	 puromysiinipitoisuudeksi	
valittiin	 2	 µg/ml,	 koska	 se	 tappoi	 kaikki	 MG-63	WT	 -solut	 viidessä	 päivässä.	 Soluille	
tehtiin	 puromysiini-antibioottiselektio	 ja	 se	 lopetettiin	 viiden	 päivän	 jälkeen,	 jolloin	
kontrollisolut	 olivat	 kuolleet	 ja	 embigiinihiljennettyjä	 soluja	 oli	 hyvin	 vähän	 elossa.	
Parhaiten	kasvavista	soluista	kasvatettiin	yksisolukloonit.		
	
Hiljennetyistä	 soluista	 valikoitiin	 embigiinihiljentyneet	 solut	 TaqMan-tulosten	
perusteella,	 jossa	 solujen	 embigiini-mRNA-tasoja	 verrattiin	 β-aktiiniin	 ja	 GAPDH:hon.	
Aktiini-	 ja	 GAPDH-tasoihin	 vertaaminen	 antoivat	 samansuuntaisia	 tuloksia	 solujen	
embigiinitasoista,	 tosin	 joissakin	 soluissa	 niiden	 välillä	 oli	 jonkin	 verran	 eroa.	 Ei	
kuitenkaan	 tiedetty,	 kumpaan	 vertailu	 olisi	 ollut	 luotettavampaa,	 joten	 siksi	
embigiinihiljentyneiden	 solujen	 valinnassa	 embigiinitasot	 olivat	 lähellä	 nollaa	 sekä	
aktiini-	 että	 GAPDH-tasoihin	 verrattuna.	Myöhemmin	 havaittiin,	 että	 todellisuudessa	
vain	 osa	 näistä	 soluista	 oli	 osittain	 hiljentyneitä	 EMB+/--soluja	 ja	 muista	 soluista	
embigiini	 ei	 ollut	 hiljentynyt	 edes	 osittain.	 Tämän	 takia	 TaqMan-tuloksia	 ei	 pidetty	
kovin	 luotettavina	 ja	 niille	 ei	 tehty	 tilastollista	 analyysia.	 Tulosten	 luotettavuuden	
parantamiseksi	 koe	 olisi	 kannattanut	 toistaa	 ja	 näytteistä	 olisi	 pitänyt	 tehdä	 kolme	
rinnakkaista	kahden	sijaan.	
	 76	
MG-63	WT	 ja	 hiljennettyjen	 solujen	 embigiini-ilmentymistä	 verrattiin	 proteiinitasolla	
WB:ssa	Abcamin	ab179801-vasta-aineella.	WB:ssa	näkyi	monta	juovaa,	joiden	ajateltiin	
johtuvan	 embigiinin	 eri	 glykosylaatiomuodoista.	 WT-	 ja	 EMB	 KO	 -solujen	 välillä	 ei	
näkynyt	 selkeää	 eroa	 juovien	 intensiteeteissä	 ja	 siksi	 tuloksille	 ei	 tehty	 tilastollista	
analysointia.	 Myöhempien	 tulosten	 perusteella	 todellisuudessa	 vain	 osa	 soluista	 oli	
EMB+/-	 ja	 näiden	 solujen	 embigiinitasot	 eivät	 näyttäneet	 olevan	myöskään	 villityypin	
soluja	 alhaisemmat	 eli	 osittainen	 hiljennys	 ei	 juuri	 näkynyt	 soluissa	 proteiinitasolla.	
Toisaalta	myöskään	ab179801-vasta-aineen	toimivuudesta	ei	ollut	varmuutta.	
	
IF-mikroskopiassa	 MG-63	 WT	 ja	 hiljennettyjä	 soluja	 (EMB+/-	 32)	 verrattiin	 toisiinsa	
värjäämällä	niistä	embigiini	ja	fibronektiini.	Embigiini	näytti	kertyvän	erityisesti	solujen	
pinnoille	 ja	 solukalvon	 ulokkeisiin.	 EMB+/--soluissa	 embigiinivärjäys	 näkyi	 yhtä	
voimakkaana	 kuin	 WT-soluissa,	 joten	osittainen	 hiljennys	 ei	 näkynyt	 soluissa	
proteiinitasolla.	On	myös	mahdollista,	ettei	vasta-aine	tunnista	spesifisesti	ainoastaan	
embigiiniä,	sillä	myöhempien	tulosten	perusteella	MG-63-soluissa	ilmentyy	vain	vähän	
embigiiniä	 ja	 tällä	 vasta-aineella	 soluissa	 näyttäisi	 olevan	 melko	 paljon	 embigiiniä.	
EMB+/--soluissa	 fibronektiinisäikeet	 olivat	 näkyvissä,	 kun	 taas	 täysin	
embigiinihiljentyneissä	 soluissa	 fibronektiini	 ei	 välttämättä	 ole	 säiemäisenä,	 jos	
embigiini	osallistuu	fibronektiinisäiemuodostukseen.	
	
MG-63	 WT-	 ja	 embigiinihiljennettyjen	 (EMB+/-)	 -solujen	 tarttumista	 fibronektiiniin	
mitattiin	 xCELLigence-laitteella,	 joka	 mittaa	 sähkövirran	 muuttumista	 solujen	
tarttuessa	ja	levitessä	kultapäällystetyn	kuoppalevyn	kuopan	pohjaan.	Solujen	kyvyissä	
sitoutua	 ja	 levitä	 fibronektiinille	 ei	 juuri	 havaittu	 eroa.	 BSA-	 ja	 muovi-
kontrollisitoutumisten	 signaalitasot	olivat	 yllättävän	korkeita,	 koska	ne	olivat	 samalla	
tasolla	tai	jopa	korkeampia	solujen	fibronektiinisitoutumiseen	verrattuna,	mikä	saattoi	
johtua	 seerumillisen	 mediumin	 käytöstä	 kokeessa.	 Parhaiten	 sitoutuivat	 EMB+/-	 1	 -
solut	 ja	 huonoiten	 EMB+/-	 32	 -solut,	 joten	 embigiinihiljennyksellä	 ei	 ollut	 vaikutusta	
solujen	 sitoutumis-	 ja	 leviämisominaisuuksiin	 näille	 alustoille.	 Havaitut	 pienet	 erot	




TaqMan-tulosten	 perusteella	 valitut	 MG-63	 EMB	 KO	 -solut	 eivät	 siis	 eronneet	
villityypin	soluista	WB:ssa,	IF:ssä	tai	xCELLigence-mittauksissa,	joten	solujen	embigiini-
hiljentymisen	onnistuminen	päätettiin	tarkistaa	PCR:llä.	Geelillä	WT-soluissa	näkyi	706	
emäsparin	kokoinen	 juova	 ja	EMB+/--soluissa	näkyi	 lisäksi	pienempi	 juova,	 jossa	EMB-
geenistä	oli	lähtenyt	pala	pois	CRISPR/Cas9-hiljennyksessä.	EMB-/--soluissa	olisi	pitänyt	
näkyä	 vain	 pienempi	 juova.	 CRISPR/Cas9-menetelmällä	 onnistuttiin	 saamaan	 EMB+/--
soluja	mutta	ei	EMB-/--soluja.	Osa	soluista	ei	ollut	hiljentynyt	lainkaan.	Toisaalta	WT-	ja	
EMB+/--solujenkaan	 välillä	 ei	 näkynyt	 eroa,	 joten	osittainen	hiljennys	 ei	 juuri	 näkynyt	
soluissa.		
	
PCR-geelillä	 näkyvien	 juovien	 sekvenssit	 haluttiin	 varmistaa	 oikeiksi	 ja	 samalla	
selvitettiin,	 millainen	 pätkä	 EMB-geenistä	 lähtee	 pois	 CRISPR/Cas9-hiljennyksessä,	






PCR-tuloksista	 huomattiin	myös,	 että	 noin	 6	 kbp	 kokoista	 HDR-plasmidia	 ei	 näkynyt	
agaroosigeeleillä.	 Soluissa	 ei	 näkynyt	 HDR-plasmidin	 sisältämää	 RFP:tä	
virtaussytometrillä	 tai	 konfokaalimikroskoopilla	 katsottaessa.	 Lisäksi	 solut	 kuolivat	














CRISPR/Cas9-hiljennystä	 yritettiin	 uudelleen	 ja	 solut	 yritettiin	 sortteerata	 FACS:lla	
soluihin	 transfektoitujen	 plasmidien	 sisältämien	 GFP:n	 ja	 RFP:n	 perusteella.	 Leimat	
näkyivät	 kuitenkin	 heikosti	 ja	 soluja	 oli	 hankalaa	 erotella	 niiden	 avulla,	 joten	 tämä	
keino	 transfektoituneiden	 solujen	 selektioon	 ei	 ollut	 antibioottiselektiota	 parempi.	
PCR-tulosten	 perusteella	 saatiin	 jälleen	 vain	 EMB+/--soluja.	 MG-63-solut	 voivat	 olla	
osittain	 triploidisia,	 mikä	 voi	 vaikeuttaa	 hiljennystä,	 koska	 niissä	 saattaa	 olla	 3	
hiljennettävää	 EMB-alleelia.	 Selvisi	 myös,	 että	 MG-63-soluissa	 on	 embigiiniä	 hyvin	
vähän,	 joten	WT-	 ja	 EMB-/--solut	 tuskin	 eroavaisivat	 paljoakaan	 toisistaan.	 Päätettiin	




Embigiini	 yritettiin	 hiljentää	 seuraavaksi	 mRNA-tasolla	 lentivirustekniikalla.	 Eri	
solulinjojen	 embigiini-mRNA-ilmentymistasoja	 verrattiin	 keskenään,	 ja	 tämän	
perusteella	 hiljennykseen	 valittiin	 DU145-eturauhassyöpäsolulinja,	 joissa	 pitäisi	
ilmentyä	enemmän	embigiiniä,	kuin	aiemmin	käytetyissä	MG-63-soluissa.		
	
Lentivirustekniikka	 perustuu	 pGIPZ-plasmideihin	 pakattuihin	 lentivirus-shRNA:ihin,	
jotka	 aiheuttavat	 RNA-interferenssiä	 eli	 hajottavat	 sekvenssispesifisesti	 mRNA:ta.	
Transfektion	 kontrollina	 käytetty	 ei-kohdentuva	 shRNA	 sisältää	 pelkän	 pGIPZ-
plasmidin,	 ja	 hiljennyksen	 toimivuuden	 kontrollina	 käytetty	 GAPDH:hon	 kohdentuva	
shRNA	 hiljentää	 solujen	 GAPDH:ta.	 Transfektion	 onnistuminen	 tarkistettiin	 soluista	















eroja	 GAPDH-tasoihin	 verrattaessa,	 kun	 taas	 β-aktiinitasoihin	 verrattaessa	
embigiinihiljennetyissä	soluissa	embigiiniä	vaikutti	ilmentyvän	vähemmän.	β-aktiini-	ja	
GAPDH-tulokset	 poikkesivat	 toisistaan,	 ja	 kynnyssykliarvoista	 (Ct)	 havaittiin	 β-
aktiinitasojen	vaihtelevan	GAPDH-tasoja	enemmän.	Kynnyssykli	(Ct)	kuvaa	sykliä,	jossa	
PCR-tuotetta	 alkaa	 muodostua.	 Mitä	 pienempi	 Ct-arvo	 on,	 sitä	 enemmän	 kyseisen	
proteiinin	mRNA:ta	on	soluissa.	Erityisesti	ei-kohdentuvissa	kontrollisoluissa	β-aktiinia	
oli	 muita	 soluja	 vähemmän,	 mikä	 vääristää	 embigiini-ilmentymistulosta.	 Ct-arvojen	
perusteella	 embigiini	 ei	 siis	 ollut	 hiljentynyt	 hiljennetyistä	 soluista	 ja	 GAPDH-
kontrollihiljennetyissä	soluissakaan	ei	näkynyt	GAPDH-hiljentymistä,	joten	kokeessa	oli	
jotain	vialla.	DU145	WT-soluissa	oli	muihin	soluihin	verrattuna	hyvin	vähän	embigiiniä.	
Näiden	 solujen	 olisi	 pitänyt	 ilmentää	 embigiiniä	 kontrollisolujen	 tasolla.	 On	 siis	
mahdollista,	 että	 embigiinin	 ilmentyminen	 vaihtelee	 soluissa	 kasvuolosuhteiden	
mukaan.	 Proteiinitasolla	 WB:ssa	 embigiinijuovien	 intensiteeteissä	 ei	 havaittu	 eroa	
ab127692-vasta-aineella	 (Abcam),	 joten	 embigiini	 ei	 ollut	 hiljentynyt	 soluista	 ja	
hiljennystä	yritettiin	uudelleen.	Tästä	syystä	myöskään	tilastollista	tarkastelua	ei	tehty.		
	
Transfektiotehokkuus	 oli	 ensimmäisellä	 lentivirushiljennysyrityksellä	 huono,	 joten	
toisella	yrityksellä	käytettiin	enemmän	viruspartikkeleita	ja	kaikki	kolme	eri	embigiini-
shRNA:n	 sisältävää	 pGIPZ-plasmidia	 transfektoitiin	 samaan	 aikaan	 soluihin	





tasoihin	 verrattaessa	 vastaavaa	 eroa	 ei	 näkynyt.	 Ct-arvojen	 perusteella	 solujen	 β-
aktiinitasot	vaihtelivat	jälleen	GAPDH-tasoja	enemmän,	joten	GAPDH:ta	voidaan	pitää	
luotettavampana	 proteiinien	 ilmentymisen	 kontrollina	 TaqManissä.	 Ct-arvoista	
huomattiin,	 ettei	 embigiinihiljennettyjen	 solujen	 embigiini-ilmentyminen	 ollut	 juuri	
vähentynyt	 ja	 ettei	 GAPDH	 ollut	 hiljentynyt	 tälläkään	 kertaa	 GAPDH-hiljennetyistä	
soluista,	joten	hiljennyksessä	oli	edelleen	jokin	tekninen	vika.	
	 80	
Hiljennettyjen	 solujen	 embigiinitasot	 tarkistettiin	 myös	 proteiinitasolla	 WB:ssa	
ab179801-	ja	ab127692-vasta-aineilla	(Abcam).	ab179801-vasta-aineen	noin	70-80	kDa	
kokoisen	 juovan	 intensiteetin	 perusteella	 embigiini	 vaikutti	 hiljentyneen	 osittain	
EMB1-3-soluista,	 mutta	 WB-toistossa	 vastaavaa	 eroa	 ei	 näkynyt.	 ab127692-vasta-
aineen	noin	50	ja	90	kDa	kokoisten	juovien	intensiteettien	perusteella	embigiini	ei	ollut	






selville,	 onko	 embigiinin	 ja	 fibronektiinin	 välisellä	 vuorovaikutuksella	 merkitystä	
solujen	 toiminnassa.	 Vielä	 tätä	 ei	 kuitenkaan	 pystytty	 tekemään,	 koska	 embigiiniä	 ei	




Aiemmin	 embigiinin	 tutkimuksessa	 ei	 ollut	 saatavilla	 varmasti	 toimivia	 kaupallisia	
ihmisen	 vasta-aineita.	 Embigiinitutkimuksissa	 on	 käytetty	 itsetehtyjä	 embigiinivasta-
aineita	 rotan	 (Guenette	 ja	 muut	 1997;	 Wilson	 ja	 muut	 2005)	 ja	 hiiren	 embigiinille	
(Pridans	 ja	 muut	 2008).	 Lisäksi	 jotakin	 kaupallisia	 ihmisen	 embigiinivasta-aineita	 on	
testattu	(Pértega-Gomes	ja	muut	2011;	Chao	ja	muut	2015;	Jung	ja	muut	2016),	mutta	
tarkkoja	 tietoja	näistä	 vasta-aineista	 tai	 niiden	 toimivuudesta	 ei	 ole	mainittu.	 Tämän	













muodon	 koon	 on	 havaittu	 vaihtelevan	 välillä	 62-90	 kDa	 (Ozawa	 ja	 muut	 1988).	 Eri	
vasta-aineiden	 välillä	 embigiinijuovien	 koko	 vaihteli	 paljon	 ja	 tämän	 ajateltiin	
mahdollisesti	 johtuvan	 embigiinin	 eri	 glykosylaatiomuodoista	 tai	 vasta-aineiden	
epäspesifisyydestä.	 Osa	 testatuista	 vasta-aineista	 tunnisti	 voimakkaasti	 positiivisena	
kontrollina	 käytetyn	 rekombinantin	 EMB-GST:n,	 joten	 nämä	 vasta-aineet	 tunnistavat	
solun	ulkopuolisen	osan	embigiinistä.	Osa	puolestaan	ei	tunnistanut	tai	tunnisti	EMB-
GST:n	 heikosti,	 joten	 vasta-aineet	 saattavat	 tunnistaa	 pääasiassa	 solun	 sisäisen	 osan	
embigiinistä	 tai	 eivät	 välttämättä	 tunnista	 embigiiniä	 lainkaan.	 Hiiren	 G7.43.1-vasta-
aine	 (eBioscience)	 ei	 tunnistanut	 EMB-GST:tä.	 Se	 ei	 välttämättä	 tunnista	 kunnolla	





ja	 että	 eri	 solulinjat	 ilmentävät	 eri	 määriä	 embigiiniä.	 G7.43.1-vasta-aineella	
huomattiin,	että	MG-63-soluissa	oli	selkeästi	vain	vähän	embigiiniä	verrattuna	muihin	
testattuihin	 solulinjoihin.	 Tämä	 vastasi	 embigiini-mRNA-haun	 tulosta,	 joka	 perustui	
Affymetrix-sirudataan	 eri	 solulinjojen	 embigiini-mRNA-tasoista.	 Tämän	 perusteella	
hiiren	 vasta-aine	 vaikuttaa	 näistä	 kolmesta	 vasta-aineesta	 luotettavimmalta,	 koska	
kahdella	 muulla	 vasta-aineella	 (Abcam	 ab127692	 ja	 LS	 Bioscience	 LS-C148454)	
vastaavaa	eroa	ei	näkynyt.	
	
Ihmisen	 embigiinivasta-aineiden	 monien	 eri	 tunnistuskohtien	 ajateltiin	 johtuvan	
embigiinin	eri	glykosylaatiomuodoista.	Embigiinin	glykosylaatiota	yritettiin	estää	HeLa-
soluissa	 proteiinien	 N-glykosylaatiota	 estävällä	 tunikamysiinillä.	 WB:ssa	 ab127692-
vasta-aineella	(Abcam)	tunikamysiini-käsittelyllä	ei	kuitenkaan	ollut	selkeää	vaikutusta	
suurempien	 embigiinijuovien	 intensiteettien	 heikentymiseen	 tai	 pienempien	





Ihmisen	 eri	 embigiinivasta-aineet	 toimivat	 siis	 hyvin	 eri	 tavoin,	 joten	 luultavasti	 osa	
niistä	 on	 epäspesifisiä	 eli	 ne	 eivät	 välttämättä	 tunnista	 ainoastaan	 embigiiniä.	
Embigiinin	 tutkimus	 on	 osoittautunut	 haastavaksi	 toimivien	 ihmisen	 embigiinivasta-
aineiden	 puuttuessa	 ja	 vasta-aineiden	 toimivuus	 on	 edelleen	 epävarmaa.	 Hiiren	
G7.43.1-vasta-aine	 vaikuttaa	 kuitenkin	 lupaavalta,	 koska	 se	 on	 toiminut	 aiemmin	





vasta-aineita,	 joten	 seuraavaksi	 tutkimuksessa	 olisi	 tarkoituksena	 siirtyä	 hiirimalliin,	
koska	hiiren	embigiinivasta-aine	vaikuttaa	testatuista	vasta-aineista	luotettavimmalta.	
Tavoitteena	 olisi	 esimerkiksi	 hiljentää	 embigiini	 mRNA-tasolla	 hiiren	 soluista	 ja	
yhdistää	 näillä	 soluilla	 tehdyt	 kokeet	 proteiinitason	 kokeisiin.	 Proteiinitasolla	 pitäisi	
myös	 siis	 selvittää,	 sitoutuuko	 rekombinantisti	 tuotettu	 hiiren	 Emb-GST-proteiini	
fibronektiiniin	vastaavasti	kuin	ihmisen	EMB-GST.		
	
Embigiini	 on	 luultavasti	 tärkeä	 proteiini	 alkionkehityksessä,	 koska	 sen	 on	 havaittu	
ilmentyvän	voimakkaasti	hiiren	alkionkehityksen	alkuvaiheessa	(Huang	ja	muut	1990).	
Lisäksi	 tutkimusryhmässämme	 on	 aiemmin	 havaittu,	 että	 TUKO53	 Embigiini	 KO	 -
homotsygoottihiirien	 syntyvyys	 on	 selkeästi	 alentunut,	 mutta	 syytä	 tälle	 ei	 vielä	
tiedetä.	Mousefenotype.org-sivuston	 tietojen	 perusteella	 Emb	 KO	 heterotsygooteilla	
hiirillä	on	havaittu	epänormaaliutta	sydämen	 ja	maksan	morfologiassa	sekä	sydämen	
suurentumista.	 Emb	 KO	 homotsygooteilla	 hiirillä	 on	 puolestaan	 havaittu	
alkiokuolleisuutta	ja	epänormaaliutta	rakkularauhasen	morfologiassa.	Tulevaisuudessa	
halutaan	 tutkia,	missä	 ja	milloin	 embigiini	 ilmentyy	 proteiinitasolla	 hiiren	 alkioissa	 ja	
miksi	ja	milloin	EMB	KO	-homotsygoottialkiot	kuolevat.	Toisaalta	tavoitteena	on	myös	







solun	 ja	 soluväliaineen	 välisiä	 vuorovaikutuksia.	 Aiemmin	 tutkimusryhmässämme	
ihmisen	 embigiinin	 N-terminaalisen	 solun	 ulkopuolisen	 osan	 on	 havaittu	 sitoutuvan	
soluväliaineproteiineista	 erityisesti	 fibronektiiniin.	 Embigiini	 saattaa	 avustaa	
integriinien	 toimintaa,	 ja	 se	 voisi	 avustaa	 niitä	 esimerkiksi	 fibronektiinin	
säiemuodostuksessa.	
	
Embigiinin	 toimintaa	 fibronektiinireseptorina	 yritettiin	 selvittää	 proteiinitasolla	
tutkimalla	 sen	 sitoutumismekanismia	 fibronektiiniin	 tekemällä	 ihmisen	 embigiinin	
solun	 ulkopuoliseen	 rakenteeseen	 mahdollisesti	 sitoutumisen	 estäviä	 mutaatioita.	
Embigiinin	 tarttuminen	 fibronektiiniin	 pystyttiin	 toistamaan	 luotettavasti,	 mutta	
minkään	 fibronektiiniin	 sitoutumisessa	 tärkeäksi	 ajatellun	 kohdan	 mutatoiminen	 ei	
estänyt	 sitoutumista,	 joten	 merkittävin	 sitoutumiskohta	 on	 luultavasti	 jokin	 muu.	
Saadut	 tulokset	 auttavat	 kuitenkin	 sitoutumisen	 mallitusta	 tulevaisuudessa.	
Embigiinillä	 ei	 havaittu	 homofiilista	 sitoutumista,	mutta	 tätä	 pitäisi	 vielä	 tutkia	 lisää,	
koska	embigiini	ei	välttämättä	ollut	toimivassa	muodossa	Biacore-lastulla.	
	
Solutasolla	 tavoitteena	 oli	 luoda	 ihmisen	 embigiinihiljennetty	 solulinja.	 CRISPR/Cas9-
hiljennysmenetelmällä	 onnistuttiin	 saamaan	 MG-63	 EMB	 KO	 -heterotsygoottisoluja,	
mutta	 ei	 kuitenkaan	 homotsygoottisoluja.	 Heterotsygoottisolut	 eivät	 eronneet	
villityypistä,	 ja	 huomattiin,	 että	 MG-63-soluissa	 ilmentyi	 vain	 vähän	 embigiiniä.	
Hiljennystä	 yritettiin	 mRNA-tasolla	 lentivirustekniikalla	 enemmän	 embigiiniä	




Ihmisen	 eri	 embigiinivasta-aineiden	 havaittiin	 toimivan	 hyvin	 eri	 tavoin	 ja	 suuri	 osa	
niistä	 vaikuttaa	 epäspesifisiltä.	 Embigiinin	 tutkimus	 on	 osoittautunut	 haastavaksi	
toimivien	 ihmisen	 vasta-aineiden	 puuttuessa.	 Hiiren	 embigiinivasta-aine	 vaikuttaa	
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